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CONSERVACAO DE Genipa americana:
TECNICAS DE ENCAPSULAMENTO E
CRESCIMENTO LENTO

RESUMO

Segmentos nodais de Genipa americana foram armazenados
utilizando técnicas de encapsulamento e crescimento lento. Para o
armazenamento de unidades encapsulaveis foram avaliados a
influéncia da matriz de alginato de sodio a 3% e 4%, o efeito de
um pré-tratamento com solucGes de sacarose a 0, 0,25 e 0,50 M,
bem como o efeito da temperatura de 8°C e 15°C durante 30 dias
de armazenamento, sendo avaliada a porcentagem de ruptura
dessas capsulas apds 50 dias de inoculacdo. Para o crescimento
lento foram avaliadas diferentes concentracfes de sacarose (30,
45 e 60 g L™) e temperatura 8°C e 15°C ap6s 90 e 180 dias de
armazenamento. Sendo avaliada a porcentagem de sobrevivéncia
e regeneracdo, comprimento da parte &rea, nimero de brotos e
folhas. Apenas as unidades encapsulaveis armazenadas a 15°C
sobreviveram. Nesta temperatura, a ruptura da capsula foi melhor
no pré-tratamento com 0 M de sacarose. Para o crescimento lento,
a temperatura de 8° também ndo permitiu sobrevivéncia dos
explantes. Assim, ap6s 180 dias os melhores resultados ocorreram
na temperatura de 15°C com acréscimo de 60 g L™ de sacarose ao
meio de cultura. Dessa forma, pode-se concluir que é possivel
fazer o armazenamento da espécie utilizando essas técnicas.

Palavras-chave: Jenipapo. Conservagdo in vitro. Unidades
encapsuldveis. Temperatura. Cerrado.

CONSERVATION OF Genipa americana:
ENCAPSULATION AND SLOW GROWTH
TECHNIQUES

RESUMO

Nodal segments of Genipa americana were stored using
encapsulation and slow growth techniques. The influence of the
3% and 4% sodium alginate matrix, the effect of a pretreatment
with 0, 0,25 and 0,50 M sucrose solutions, as well the effect of
8°C and 15°C temperature during storege for 30 days. It was
evaluated the percentage of rupture of these capsules after 50 days
of inoculation. For the slow growth, different sucrose
concentrations (30, 45 and 60 g L™) and temperature 8°C and
15°C after storege for 90 and 180 days were evaluated. It was
evaluated the percentage of survival and regeneration, shoot
lenght, shoots and leaves number. Only the encapsulating units
stored at 15 °C survived. At this temperature, the capsule rupture
was better in pretreatment with 0 M sucrose. For the slow growth,
the temperature of 8°C also did not allow the survival of the
explants. Thus, after 180 days the best results occurred at the
temperature of 15 °C with the addition of 60 g L™ of sucrose to
the culture medium. In this way, it can be concluded that it is
possible to make the storage of the species using these techniques.

Palavras-chave: Jenipapo. In vitro conservation. Encapsulating
units. Temperature. Cerrado.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é formado por seis tipos de bi-
omas continentais (Amazonia, Cerrado, Mata
Atlantica, Caatinga, Pampa e Pantanal). Dentre
esses biomas, o Cerrado é o segundo maior em
extensdo, apresentando uma éarea de 2.036.448
km?, o que corresponde a 23,9% do territorio
brasileiro (BRASIL, 2004). Esse bioma apresen-
ta mais de 4.800 espécies de plantas e vertebra-
dos, sendo um dos principais hotspots, com uma
taxa de desmatamento 2,5 vezes maior do que a
Amazo0nia, 0 que coloca muitas espécies em risco
de extin¢do (STRASSBURG et al., 2017).

Dessa forma, diversos estudos tém sido
realizados no intuito de aumentar a producdo de
mudas de espécies nativas, as quais podem ser
utilizadas para o reflorestamento de areas degra-
dadas (FERNANDES et al.,, 2000). Dentre as
espécies que estdo sendo estudadas, destaca-se
Genipa americana (jenipapeiro), uma espécie
frutifera, com importancia florestal e com pro-
priedades fitorremediadoras (ALMEIDA et al.,
2015; LEDO et al., 2015; SANTANA et al,,
2012). No entanto, existem problemas relaciona-
dos com a propagacao e conservacao do jenipa-
po, Uma vez que, suas sementes apresentam ger-
minagdo lenta e desuniforme, bem como rapida
perda de viabilidade, o que limita a sua incluséo
em bancos de germoplasma e a conservacdo da
espécie por sementes (LEDO et al., 2015; SA et
al., 2015; SOUZA et al., 2016;).

Uma alternativa para a conservacdo de
espécies que apresentam problemas com a
propagacdo e conservacdo de sementes € a
utilizagdo do encapsulamento de embrides
somaticos, segmentos nodais e apices caulinares,
0S quais posteriormente podem ser armazenados
por um curto periodo de tempo (DAUD; TAHA;
HASBULLAH, 2008). No entanto, a composi¢do
adequada da capsula utilizada durante a técnica e
também condicbes ambientais Otimas de
armazenamento S30 necessarias para que a
conservacdo ocorra de forma satisfatoria (RAI ,
JAISWAL, JAISWAL, 2008; SHARMA et al.
2013).

Além dessa técnica, a conservacdo in
vitro, como o crescimento lento, também surge
como alternativa vidvel para a conservacao
dessas espécies. Com essa técnica é possivel
fazer a conservacdo segura, barata e em médio
prazo do material vegetal, sendo esse mantido
em condicBes assépticas por varios meses, sem
ter a necessidade de serem realizados subcultivos
periédicos (LAMBARDI e OZUDOGRU, 2012).
Para que isso seja possivel, sdo realizadas
alteracGes nos meios de cultura e também nas
condigbes ambientais, 0 que consequentemente
causa redugdo do metabolismo vegetal,
proporcionando a sua conservagao
(ENGELMANN, 2011, 0OZUDOGRU,
PREVIATI, LAMBARDI, 2010; SILVA et al,,
2018).
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Dessa forma, objetivou-se fazer a
conservacdo de jenipapo, utilizando técnicas de
armazenamento de unidades encapsulaveis e

crescimento lento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo do material vegetal

Frutos maduros de jenipapeiro (Genipa
americana) foram coletados em latitude 21°
13'40 " S e longitude 44° 57'50° W, a uma
altitude de 919 m. Os frutos foram despolpados e
as sementes foram retiradas e lavadas em agua
corrente, retirando-se ~ completamente &
mucilagem, e entdo acondicionadas em papel
toalha a temperatura ambiente por 24 horas para
secagem. Posteriormente, passaram por um
processo de embebi¢do por 48 horas e foram
inoculadas em meio MS com a metade das
concentracdes dos sais minerais (MURASHIGE
e SKOOG, 1962), acrescido de 1,5 g L™ de
sacarose e 7 g L™ de &gar, com pH ajustado para
5,8 e autoclavado a 121°C por 20 minutos. Apés
a inocula¢do, o material foi mantido no escuro
por 16 dias e entdo transferido para sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25 + 2°C com irradiancia de
fotons de 36 pmol m?s ™! (SOUZA et al., 2016).
2.2. Armazenamento de unidades

encapsulaveis

Segmentos nodais com aproximadamente
2 mm foram excisados de plantulas obtidas a
partir da germinagdo das sementes descritas no

item anterior. Esses explantes foram adicionados

as diferentes solucbes de alginato de sodio
(Sigma-Aldrich), obtidas a partir da diluicdo de
3% (SA et al., 2015) e 4% desse composto em
meio MS. Em seguida, com o auxilio de pipeta
automatica e ponteiras autoclavadas, 0s
segmentos nodais foram resgatados
individualmente e gotejados em solucdo de
cloreto de «célcio (100 mM) na qual
permaneceram por 20 minutos (periodo de
complexacdo). ApoOs esse periodo, as capsulas
foram imersas em 4gua destilada e autoclavada
para retirada do excesso de cloreto de célcio e
submetidas a solugbes de 0, 0,25 e 0,50 M de
sacarose, onde permaneceram 16 horas em
agitacdo. Em seguida, algumas cépsulas
passaram pelo processo de descomplexacdo em
solucdo de nitrato de potassio (100 mM) por 15
minutos e foram inoculadas em meio de
regeneracdo (MS meia forca + 1,5 g L™ de
sacarose + 7 g L™ de 4gar, com pH ajustado para
5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20
minutos). O restante das capsulas foi armazenado
por 30 dias a 8°C e 15°C na auséncia de luz e
posteriormente  inoculadas em meio de
regeneracdo. Apds 50 dias de inoculagdo foram
avaliados a porcentagem de ruptura das capsulas.
Para isso foram utilizadas 10 repeticGes por

tratamento.

2.3. Crescimento lento

Segmentos nodais com aproximadamente
1 cm foram excisados de plantulas obtidas a
partir da germinacdo das sementes conforme
descrito no item 2.1. Esses explantes foram
inoculados em meio MS acrescido com 2,5 pM

de BAP com diferentes concentragbes de

Revista da Universidade Vale do Rio Verde | v. 16| n. 1 | jan./jul. 2018 | p. 3



sacarose (30, 45 e 60 g L™), acrescido de 7 g L™
de 4gar com pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Apéds a
inoculacdo o material foi mantido por sete dias
em sala de crescimento com temperatura de 25 +
2°C, 16 horas de fotoperiodo e posteriormente
foi transferido para B.O.D com temperaturas de
8°C e 15°C na auséncia de luz, onde foram
mantidos por 90 e 180 dias. Apds esses periodos
as plantulas foram avaliadas quanto a
porcentagem de sobrevivéncia e entdo
transferidas para meio de regeneracdo (MS + 5
UM de BAP + 7 g L™ de &gar, com pH ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20
minutos) e mantidas em fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25 + 2°C com irradiancia de
fotons de 36 umol m? s*, onde permaneceram
por 45 dias, e entdo foram avaliadas quanto a
porcentagem de regeneracgdo, altura das plantas
(cm), numero de folhas e de brotos. Para isso
foram utilizadas 24 repetigdes por tratamento,

sendo oito frascos com trés segmentos em cada.

2.4. Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado (DIC) com o0s
tratamentos distribuidos em esquema fatorial de
2x3. Para 0 experimento de armazenamento de
unidades encapsulaveis foram consideradas duas
concentragdes de alginato de sédio (3% e 4%) e
trés concentracdes de sacarose (0, 0,25 e 0,5 M),
enguanto que para o experimento de crescimento
lento foram consideradas duas temperaturas (8°C
e 15°C) e trés concentragdes de sacarose (30, 45
e 60 g L-1). Os dados obtidos foram analisados

comparando-se as médias pelo teste de Scott-

knott a 5% de probabilidade pelo software
estatistico Sisvar® (FERREIRA, 2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
unidades

3.1. Armazenamento de

encapsulaveis

Apbs 50 dias de inoculacdo foi avaliada
a porcentagem de ruptura das capsulas que foram
imediatamente inoculadas e daquelas que
permaneceram 30 dias armazenadas nas
temperaturas de 8°C e 15°C.

Para as unidades encapsulaveis que nao
passaram pelo processo de armazenamento ndo
foram observadas diferengas na porcentagem de
ruptura em nenhuma das concentragcdes de
sacarose utilizadas (0, 0,25 e 0,5M) para a matriz
de alginato de sodio na concentragdo de 3%. No
entanto, para a matriz de alginato de sédio de 4%
a maior taxa de ruptura (100%) ocorreu na
concentragdo de 0,5M de sacarose (Tabela 1).
Isso por ser justificado por possivel aumento da
rigidez da matriz, sendo necessaria maior
disponibilidade de carboidratos para que as
capsulas tivesse melhor porcentagem de ruptura
(SUNDARARAJ, AGRAWAL, TYAGI, 2010).
No entanto, ndo foram observadas diferengas na
porcentagem de ruptura das cépsulas quando
foram comparadas as concentracBes de alginato
de s6dio (3% e 4%) (Tabela 1).

Para as unidades encapsulaveis que
passaram pelo processo de armazenamento por
30 dias foi possivel fazer a conservacdo apenas
na temperatura de 15°C. A ndo sobrevivéncia na
temperatura mais baixa de 8°C pode ser

justificada pelo fato do jenipapo ser uma espécie
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tropical. Confirmando que essas espécies nao
podem ser armazenadas em temperaturas muito
baixas (SUNDARARAJ, AGRAWAL, TYAGI,
2010).

Na temperatura de 15°C, tanto para as
capsulas de alginato de sédio de 3% e 4% os
melhores resultados ocorrem quando o pré-
tratamento foi realizado na auséncia de sacarose
(Tabela 1).

O uso de maiores concentracdes para a
desidratacdo osmético pode ter causado choque

osmotico, 0 que comprometeu 0

desenvolvimento (SHARMA et al., 2013;
SUNDARARAJ, AGRAWAL, TYAGI, 2010).
Além disso, ndo ocorreram diferencas
para a ruptura quando comparada as
concentracdes de alginato de sddio (Tabela 1).
Mostrando que esse aumento da concentragéo,
gue poderia causar maior rigidez (SAHOO et al.,
2012), ndo foi suficiente para influenciar de
forma negativa na porcentagem de ruptura, o que
afirma que é possivel fazer a conservacdo em

curto prazo de jenipapo.

Tabela 1 — Porcentagem de ruptura das capsulas (%) de alginato de sédio de 3% e 4%. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).

Concentragéo de alginato de

Concentragdo de sacarose (M)

sodio(%) 0 0,25 05
Sem armazenamento
3% 90 aA 90 aA 70 aA
4% 60 aB 60 aB 100 aA
30 dias de armazenamento a 15°C
0,
3% 100 aA 50aB  50aB
4% 90 aA 30aB 40 aB

* Letras minusculas comparam os dados entre colunas e letras maitsculas comparam os dados nas linhas.

3.2. Crescimento lento

No intuito de realizar a conservagdo em
médio prazo de jenipapo, utilizou-se a técnica de
crescimento lento. Para isso foram realizadas
alteragcdes na concentragdo de sacarose no meio
de cultivo e a reducdo da temperatura de
armazenamento.

Pode-se perceber que as brotages de
jenipapo podem ser eficientemente conservadas
por 90 dias. As plantas armazenadas em 8°C

apresentaram diferencas na porcentagem de

sobrevivéncia, sendo que a concentracdo de 45 g
L? e 60 g L™ apresentaram os melhores
resultados (96% e 100%, respectivamente)
(Tabela 2), o que provavelmente esta relacionado
com o fato da sacarose ser uma fonte de
carboidratos para esses explantes (TREJGELL,
KAMINSKA, TRETYN, 2015). Para o
armazenamento que foi realizado & 15°C, a taxa
de sobrevivéncia foi alta (100%) e ndo diferiu
entre as concentracbes de sacarose utilizada.
Quando comparada a influéncia da temperatura

de 8°C e 15°C na porcentagem de sobrevivéncia,
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pode-se observar diferenca apenas quando foi
utilizada a concentragéo de 30 g L™ de sacarose,
onde a temperatura de 15°C apresentou 0s
melhores resultados (Tabela 2).

Quando a conservacdo foi prolongada
para 180 dias ocorreu declinio na sobrevivéncia
guando comparado com 90 dias de
armazenamento. Com 90 dias obteve-se média
943% e 100% de sobrevivéncia nas
temperaturas de 8°C e 15°C, respectivamente,
enquanto que ap6s 0 armazenamento por 180

dias, a taxa de sobrevivéncia média foi de 90,3%

e 94,7%, respectivamente. No entanto, mesmo
com a reducdo os resultados ainda foram
favoraveis.

Nesse caso, foi possivel perceber que as
diferentes concentraces de sacarose utilizadas
(30 g L™, 45 g L' e 60 g L™) foram eficientes
para fazer a conservacdo in vitro do jenipapo,
ndo ocorrendo diferencas entre as concentragdes
(Tabela 2). Esses resultados indicam que uma
menor concentracdo de sacarose é suficiente para
manter as taxas de sobrevivéncia mesmo guando

ocorre o retardo do crescimento.

Tabela 2 — Porcentagem de sobrevivéncia de segmentos nodais de jenipapo apds 90 e 180 dias de armazenamento a
8°C e 15°C. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).

Concentragdo de sacarose

Sobrevivéncia (%)

QL o 15

Ap6s 90 dias

30 87 bB 100 aA

45 96 aA 100 aA

60 100 aA 100 aA
Apo6s 180 dias

30 92 aA 1aA

45 96 aA 88 aA

60 83aA 96 aA

* L etras minUsculas comparam os dados entre colunas e letras maitsculas comparam os dados nas linhas.

No entanto, avaliar apenas a
sobrevivéncia ndao é suficiente, visto que, €
necessario que a planta retome o crescimento
apos a etapa de armazenamento. Dessa forma, a
etapa de regeneracdo dos explantes é critica
durante o desenvolvimento de um protocolo de
crescimento lento, sendo necessario avaliar a
porcentagem de explantes que foram
regenerados. Tanto ap6s 90 e 180 dias de
armazenamento nao foi observada retomada do
crescimento das plantas armazenadas a 8°C em

todas as concentracdes de sacarose avaliadas.

Isso pode ser devido ao estresse imposto aos
segmentos nodais quando eles foram transferidos
das condigdes de cultivo de armazenamento a
frio para as condicBes 6timas, sendo que nesse
caso a baixa temperatura pode ter reduzido
fortemente a atividade metabdlica das plantas
ndo permitindo a retomada do crescimento
(OZUDOGRU et al., 2013). Além disso, essa ndo
retomada de crescimento de plantas armazenadas
a 8°C pode ser devido ao fato do jenipapo ser
uma planta tropical, sendo que essas

temperaturas mais baixas geralmente sdo
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indicadas para espécies temperadas, assim ¢é
necessario que a espécie seja armazenada em
temperaturas mais elevadas, o que justifica os
melhores resultados po6s-conservacao
encontrados para as plantas armazenadas a 15°C.
Esses  resultados sd&o semelhantes aos
encontrados para 0 armazenamento de unidades
encapsulaveis, comprovando que a espécie nao
deve ser armazenada em temperaturas de 8°C.

No desenvolvimento pds-conservacao,
apos 90 dias os melhores resultados de
regeneracdo a 15°C foram encontrados com 45 g
L? e 60 g L de sacarose (88 e 96%,
respectivamente). Para a altura das plantas ndo
foram observadas diferencas, no entanto, o

namero de brotacGes e de folhas foram maiores

com 45 g L™ de sacarose (Tabela 3). J& ap6s 180
dias, a concentracdo de 60 g L™ proporcionou
maior porcentagem de regeneracdo (67%) das
plantas sobreviventes, bem como maior nimero
de brotos e de folhas (Tabela 3). Esses resultados
podem estar relacionados com o fato de uma
concentragdo maior de sacarose durante o
armazenamento ter proporcionado aumento de
reserva de carboidratos nos tecidos, o que pode
acarretar em aumento do potencial de
regeneragdo, uma vez que, a sacarose é uma das
principais fontes de carbono prontamente
disponivel (SANTOS, et al., 2011; TREJGELL,
KAMINSKA, TRETYN, 2015).

Tabela 3 — Avaliagdo 45 dias apés a inoculacdo dos explantes em meio de regeneracdo. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0.05).

Concentragdo
de sacarose Regeneracdo (%) Altura (cm) Numero de folhas Namero de brotagdes

9Lh

90 dias
30 63 b 1.96 a 3.25b 1.45b
45 88 a 222a 5.63a 2.08a
60 96 a 2.15a 3.25b 1.67b

180 dias
30 29b 197 a 0.37b 1.17b
45 50 a 2.09a 0.96b 1.08 b
60 67 a 2.11a 2.67a 146 a

3. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir que para fazer a
conservacdo em curto prazo de jenipapo deve-se
utilizar a matriz de alginato de sédio a 3% com
um pré-tratamento sem a presenga de sacarose.

Ja para a conservacdo em médio prazo, é

possivel utilizar a técnica de crescimento lento
por até 180 dias. Para isso o material deve ser
armazenado a 15°C com acréscimo de 60 g L™ de

sacarose ao meio de cultura.
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