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RESUMO

No cultivo do jambu (Acmella oleracea), a propagacdo vegetativa é predominante pois
apresenta melhor eficiéncia. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar diferentes
concentracdoes de citocinina, BAP (6-benzilaminopurina), na multiplicagdo in vitro de
segmentos nodais e na producdo de sementes sintéticas de jambu. Os experimentos foram
subdivididos em duas fases: Para o Exp. 1 foram utilizados como fonte de explantes
segmentos nodais obtidos a partir de sementes germinadas in vitro. Cada segmento nodal
contendo duas gemas axilares foi inoculado em meio de cultura (MS) com 30 g L de
sacarose e acrescido de cinco concentracdes de BAP (0,000; 0,025; 0,050; 0,100 e 0,200 mg
L), uma para cada tratamento. Foram conduzidas 10 repeticdes por tratamento, sendo dois
segmentos nodais por frasco. Apds 45 dias, os tratamentos foram avaliados quanto ao nimero
de folhas e numero de brotos. No Exp. 2, segmentos nodais originados de cada uma das
concentracoes do Exp. 1 foram utilizados como fontes de explantes para a produgdo de
sementes sintéticas. Assim, foram avaliados cinco tratamentos de BAP em dois recipientes
(tubo de ensaio e pote pléstico). Para este experimento foram realizadas 18 repeticdes para o
tubo de ensaio (contendo uma semente sintética por tubo e em meio de cultura MS) e, trés
repeticdes para o pote plastico (contendo seis sementes sintéticas por potes preenchido com
substrato). Apds 30 dias, foram avaliados quanto ao ndmero de folhas, nimero de brotos,
diametro do caule, massa fresca e seca da parte aérea e da raiz (g), hiperidricidade, taxa de
conversao (%), e a microscopia eletronica de varredura da epiderme adaxial da folha. O
delineamento experimental utilizado para os dois experimentos foi o inteiramente
casualizado. Ambos foram mantidos em sala de crescimento com 25 + 2°C e fotoperiodo de
16 horas luz. No Exp. 1, a concentra¢do de 0,05 mg L' de BAP mostrou-se eficiente na
multiplicagc@o e na obtencdo de explantes de jambu (média de 94,5 folhas e 29,36 brotos por
planta). No Exp. 2, a concentragdo de 0,05 mg L' de BAP, proporcionou melhor conversio e
desenvolvimento das sementes sintéticas (95% de conversdo, 16 folhas e 3 brotos por planta)
de jambu em tubo de ensaio. Para os potes plasticos, verificou-se a conversao de 26% de
sementes sintéticas em ambiente ndo estéril. Conclui-se que a multiplicacdo de segmentos
nodais de jambu em meio enriquecido com 0,05 mg L' de BAP mostrou-se eficiente na
obtencdo de explantes, e para a conversdao e desenvolvimento das sementes sintéticas de

jambu (Acmella oleracea).

Palavras-chave: Acmella oleracea; 6-benzilaminopurina; encapsulamento; micropropagacao.



ABSTRACT
In the cultivation of jambu (Acmella oleracea), vegetative propagation is predominant
because it presents better efficiency. Thus, the objective of this work was to evaluate different
concentrations of cytokinin, BAP (6-benzylaminopurine), in the in vitro multiplication of
nodal segments and in the production of synthetic seeds of jambu. The experiments were
subdivided into two phases: For Exp. 1 were used as a source of explants nodal segments
obtained from seeds germinated in vitro. Each nodal segment containing two axillary buds
was inoculated in culture medium (MS) with 30 g L! of sucrose and added with five
concentrations of BAP (0.000; 0.025; 0.050; 0.100 and 0.200 mg L), one for each treatment.
Ten replicates were performed per treatment, with two nodal segments per flask. After 45
days, the treatments were evaluated for the number of leaves and number of shoots. Exp. 2,
nodal segments originating from each of the concentrations of Exp. 1 were used as sources of
explants for the production of synthetic seeds. Thus, five BAP treatments were evaluated in
two containers (test tube and plastic pot). For this experiment, 18 repetitions were performed
for the test tube (containing one synthetic seed per tube and in MS culture medium) and three
repetitions for the plastic pot (containing six synthetic seeds per pot filled with substrate).
After 30 days, they were evaluated for the number of leaves, number of shoots, stem
diameter, fresh and dry mass of shoots and roots (g), hyperhydricity, conversion rate (%), and
scanning electron microscopy of the adaxial leaf epidermis. The experimental design used for
both experiments was completely randomized. Both were kept in a growth room at 25 + 2°C
and a 16-hour light photoperiod. Exp. 1, the concentration of 0.05 mg L' of BAP proved to
be efficient in the multiplication and in obtaining jambu explants (mean of 94.5 leaves and
29.36 shoots per plant). Exp. 2, the concentration of 0.05 mg L' of BAP provided better
conversion and development of synthetic seeds (95% conversion, 16 leaves and 3 shoots per
plant) of jambu in a test tube. For plastic pots, there was a conversion of 26% of synthetic
seeds in a non-sterile environment. It was concluded that the multiplication of jambu nodal
segments in a medium enriched with 0.05 mg L' of BAP was efficient in obtaining explants,

and for the conversion and development of synthetic seeds of jambu (Acmella oleracea).

Keywords: Acmella oleracea; 6-benzylaminopurine; encapsulation; micropropagation.
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1 INTRODUCAO

A Acmella oleracea (R. K. Jansen), popularmente conhecida como jambu ou agrido do
Pard, ¢ uma planta da familia da Asteraceae, de ciclo anual e de ocorréncia global. A cultura
tem importancia econdmica em paises como o Brasil, Bolivia, China, India, México, Nepal,
Sri Lanka e Taiwan (DUBEY et al., 2013; BENELLI et al., 2019).

Seu cultivo € amplo e destinado para fins culindrios, inseticidas e medicinais. Estudos
recentes apontam que o jambu, in natura, possui quantidades substanciais de nutrientes em
suas folhas, apresentando aproximadamente, 24,01% de proteinas, 1,54% de lipidios, 63,38%
de carboidratos, além de quantidades variadas de cdlcio, magnésio e cobre (SEAL;
CHAUDHURI,; PILLALI 2013; NEVES et al., 2019).

De forma geral, o jambu compde receitas de pratos tipicos da regido Norte do Brasil
sendo, assim, considerado uma planta alimenticia ndo convencional (PANC) (KINUPP;
LORENZI, 2014). Seu cultivo estd limitado a algumas regides do mundo, porém, estudos
fitotécnicos e fitoquimicos tem buscado popularizar seu consumo gragas as suas propriedades
funcionais, nutricionais e sensoriais (UTHPALA; NAVARATNE, 2020).

Em dareas umidas da regido Norte do Brasil o jambu € propagado quase que
exclusivamente por via vegetativa, uma vez que, o sucesso com o plantio de sementes € baixo.
Tal fato tem relacdo com a rdpida entrada em dorméncia da semente e a heterogeneidade da
maturacdo do embrido que, em alguns casos, pode até ndo estar presente na semente
(CARDOSO; GARCIA, 1997). Assim, uma alternativa vidvel para contornar os problemas
relacionados a propagacdo dessa espécie € o uso da cultura de tecidos vegetais, o que consiste
na propagacdo in vitro de explantes, sejam eles meristemas, segmentos nodais, tecidos e ou
orgdos vegetais, em condi¢des assépticas, em meio de cultura capaz de suprir as necessidades
nutricionais da planta e em condi¢des ambientais de temperatura e luz controladas (HUSSAIN
etal., 2012).

Dentro das técnicas de cultura de tecidos vegetais, a tecnologia de produgdao de
sementes sintéticas, surge como uma importante ferramenta que, além da micropropagacao,
permite a conservagdo in vitro de material genético (MARUYAMA et al., 1997). De forma
geral, as sementes sintéticas apresentam vdarias vantagens como: 1. A obtencdo de grande
nimero de mudas por meio de apenas um explante, possibilitando a producdo escalondvel de
mudas in vitro e ex vitro sem limites impostos pela sazonalidade, 2. Redu¢do no tempo de

producdo, 3. Homogeneidade de produgdo, 4. Boa condi¢do fitossanitdria, 5. Elevado
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potencial produtivo via sele¢do de material superior para clonagem (SINGH; SINGH, 2021) e
6. Pode ser usado para intercambio de germoplasma.

A producdo de sementes sintéticas ja é registrada para diversas espécies da familia
Asteraceae, tais como Artemisia (Artemisia vulgaris) (SUDARSHANA et al., 2013), Erva-
botdo (Eclipta alba) (RAY; BHATTACHARYA, 2010), Margariddo (Sphagneticola
calendulacea) (KUNDU et al., 2018), Stévia (Stevia rebaudiana) (LATA et al., 2014),
Spilanthes mauritiana (SHARMA; SHAHZAD, 2014), sendo os segmentos nodais 0s
explantes mais frequentemente encapsulados (KULUS, 2019).

Com base no exposto e na auséncia de trabalhos que apresentem informacdes técnico-
cientificas sobre a produ¢do de sementes sintéticas de jambu, objetivou-se com este trabalho
avaliar diferentes concentracoes de BAP (6-Benzilaminopurina) na multiplicacdo de
segmentos nodais in vitro e na produgdo de sementes sintéticas de jambu (Acmella oleracea)

em dois tipos de recipientes.

15



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Jambu

A Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen, conhecida popularmente como jambu, é a
espécie do género Acmella mais cultivada, sendo pertencente a familia Asteraceae. Essa
espécie € nativa da América do Sul, sendo seu centro de origem muitas vezes atribuido ao
Brasil e, em alguns casos, a regido central do Peru (CRUZ et al., 2016; MABBERLEY;
CORNER, 2017; RONDANELLI et al., 2020).

Na literatura sdo encontrados alguns equivocos quanto a similitude da espécie A.
oleracea, em que suas caracteristicas taxondmicas sdo confundidas com as de espécies do
género Spilanthes. Por conta disso, a sobreposi¢do de nomes botanicos acaba resultando em
revisoes e reclassificacoes taxonomicas (CHUNG; KONO; WANG, 2008; PAULRAIJ;
GOVINDARAJAN; PALPU, 2013).

As primeiras descrigdes relacionadas ao consumo da A. oleracea foram realizadas por
Lamarck em sua Encyclopedie Methodique (LAMARCK, 1785), nela foram descritas o sabor
picante das folhas. Apesar disso, € servida fresca em saladas na regido Norte do Brasil,
compondo diversos pratos tipicos (YAMANE et al., 2016), no entanto, ndo € muito conhecida
no resto do mundo (NEVES et al., 2019).

Recentes estudos analisaram os valores nutricionais e possiveis perdas da A. oleracea
fresca e cozida, mostrando que os aminodcidos (asparagina, acido glutdmico, valina e
isoleucina), macronutrientes (proteinas e fibras) e minerais (cédlcio, magnésio e cobre)
permanecem em quantidades substanciais mesmo apds cozida, no entanto, as partes cozidas
perdem sua caracteristica picante, indicando possivel degradacdo dos principios ativos
(NEVES et al., 2019). Também se destacam as bebidas, que utilizam seus botdes florais,
brotos e folhas devido as suas propriedades analgésicas (VASQUEZ, 2017; NEVES et al.,
2019).

O plantio do jambu pode ser realizado por semeadura direta ou via vegetativa. Devido
a heterogeneidade e a auséncia de embrides nas sementes, a propagacdo vegetativa &
predominante (CARDOSO; GARCIA, 1997). Seu cultivo ocorre predominantemente em
solos umidos hd muito imidos, desenvolve-se melhor em solos argilosos ricos em matéria
organica, sendo pouco tolerante a baixa umidade onde pode murchar facilmente
(NASCIMENTO et al., 2020). Seu ciclo fenoldgico é de 6 a 8 meses. Dificilmente enraiza na
regido do né e, por isso, seu cultivo € realizado de forma densa para compensar possiveis

perdas na propagacdo por estacas (SPINOZZI et al., 2021; UTHPALA; NAVARATNE,
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2020). Apesar do cultivo do jambu ndo possuir uma cadeia produtiva organizada, como ocorre
com outras hortalicas consideradas convencionais, como o coentro (Coriandrum sativum L.),
ele apresenta boa rentabilidade para populacdes da regido Norte do pais, onde é facilmente
encontrado para a venda na forma in natura, em feiras e supermercados, ou pode ser

encontrado na forma pré-cozida (HOMMA et al., 2014).

2.2 Cultura de Tecidos Vegetais

A Cultura de Tecidos Vegetais (CTV) € entendida como a cultura de células vegetais,
embrides, 6rgdos, protoplastos, sementes ou tecidos in vitro, em meio nutritivo com condi¢des
de temperatura, fotoperiodo, umidade e intensidade luminosa controlado, em ambiente
asséptico (BRIDGEN; VAN HOUTVEN; EECKHAUT, 2018). Na biotecnologia vegetal a
CTV integra-se as técnicas de propagacdo de plantas de forma crucial, sendo uma estratégia
com potencial para contrapor problemas da producdo horticola (NEUMANN; KUMAR;
IMANI, 2020; VIANA et al., 2022). Segundo as Nagdes Unidas a populacdo mundial
aquecimento global, desertificacdo, crises hidricas, mudancas climdticas, a0 mesmo tempo
que enfrenta demandas da poderd chegar a 9,9 bilhdes de pessoas até o ano de 2050, dessa
forma, o estudo de alternativas para se aumentar a producdo de alimentos sdo importantes, ja
que podem garantir a seguranca alimentar em todo o mundo (ABDALLA et al., 2022).

A CTV ¢ uma ferramenta que, quando associadas as outras, contribui para o
fornecimento de alimentos, pois sua produgcdo independe de fatores ambientais ou
geograficos, sendo este capaz de atender a demanda crescente da populacio (NEUMANN;
KUMAR; IMANI, 2020). As técnicas da CTV envolvem a embriogénese somadtica, a
micropropagacdo in vitro e a organogénese (BIDABADI; JAIN, 2020). Como vantagens de
sua utilizagdo pode-se citar a producdo de mudas livres de patogenos (RANI; DONOVAN;
MANTRIA, 2019; PE et al., 2020), a multiplicacdo em massa de plantas de dificil propagacao
(PARK, 2021), melhorias nas caracteristicas comercialmente desejadas (NAING; ADEDEIJI,
KIM, 2021), conservacao da flora ameacada de extincdo (DHIMAN et al., 2020), producdo de
variedades tolerantes a estresses e a possibilidade de produzir composto bioativos ou
metabdlitos secundarios (FORTINI et al., 2021; KYZIOL et al., 2021).

A CTV tem sido fundamental para produtores de mudas de espécies florestais,
frutiferas, hortalicas e ornamentais (RANI; DONOVAN; MANTRIA, 2019). Nesses sistemas
de producgdo agricola ha grande dependéncia dos recursos desenvolvidos pela biotecnologia

vegetal, dada a sua demanda, ndo apenas em quantidade como também em qualidade
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(GREGORIO; HERBOHN; HARRISON, 2004; DEGRANDE et al., 2013) e informagdo. A
manutencdo da sanidade do material vegetal, oriundo da CTV, é resultado das constantes
triagens que, além de barrar a disseminacdo de pragas e doencas, ajudam a descobrir novos
patégenos (MARSHALL; SUTHERLAND; HULME, 2021).

A cultura de tecidos vegetais possui alguns fatores que a limitam, um desses € a
determina¢do da correta concentracdo e combinagdo de reguladores de crescimento para as
espécies (COLOMBO et al., 2010). Os reguladores de crescimento sdo hormonios sintéticos
que participam e controlam o desenvolvimento das plantas. Seu uso, in vitro, permite através
da indugdo, reprogramar o “destino celular” (DIAS, 2019; WU et al., 2022).

Resultados de pesquisas tem mostrado a eficiéncia no uso de hormonios sintéticos a
base de citocinina, como a cinetina e o 6-benzilaminopurina (BAP), na micropropagacao de
asterdceas (DEVI; KALAIPRIYA, 2018; STANILOVA et al., 2022), sendo um dos papéis
mais descritos da citocinina, na micropropagagdo, o estimulo para a proliferacdo celular, o
que influencia na diferenciacdo, desdiferenciacdo e divisao celular (SCHALLER; STREET;
KIEBER, 2014).

Desta forma, pesquisas com a micropropagacao das espécies t€ém grande importancia,
ja que permitem a multiplicagdo em larga escala, a0 mesmo tempo em que pode padronizar e,

até aumentar a sintese de substancias bioativas em plantas (WANG et al., 2017).

2.3 Tecnologia de sementes sintéticas

As Sementes Sintéticas (SS) sdo explantes artificialmente encapsulados, que possuem
a capacidade de se converter em uma planta inteira sob condigdes in vifro ou ex vitro, mesmo
apos procedimentos de armazenamento (NONGDAM, 2016).

Antigamente, a classificacdo de SS era descrita como o encapsulamento unico de
embrides somdticos, que eram utilizados para o desenvolvimento e disseminacdo de plantas
no campo (GRAY; PUROHIT, 1991; GUERRA et al., 2001). Atualmente, a definicdo de SS,
€ mais ampla, referindo-se a utilizagdo de qualquer tipo de micropropdgulo capaz de
converter-se em uma planta em condicdes in vitro ou ex vitro NONGDAM, 2016).

As SS sdo constituidas por trés componentes principais: 1. o explante, andlogo ao eixo
embriondrio das sementes 2. a matriz, um material gelificante que envolve os
micropropagulos que pode ser composto por bioestimulantes, compostos antipatogénicos,
nutrientes e reguladores de crescimento, que simulam o endosperma da semente natural; e, 3.

o tegumento artificial que é formado a partir de uma reacdo de complexacdo do agente
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gelificante, funcionando como a testa das sementes protegendo o explante (CARTES et al.,
2009).

A tecnologia atual permite classificar as SS em dois tipos: dissecadas e hidratadas;
sendo elas revestidas ou ndo revestidas (SAHOO; ROUT; SATYAIJIT, 2012). As SS
dissecadas sdo implantadas a partir da dessecacdo sob condi¢des controladas, a niveis de
umidade de 10 a 15% permitindo que sejam armazenadas por cerca de um ano sem que a
integridade e viabilidade sejam comprometidas (KITTO; JANICK, 1982; KITTO; JANICK,
1985a; KITTO; JANICK, 1985b). No caso das SS hidratadas, o tecido vegetal ou embrido
somdtico sdo sensiveis a dessecacdo, por isso sdo envoltos em uma matriz gelatinosa
(ABBAS; MAHOOD; ALHASAN, 2022).

O alginato de cdlcio € frequentemente utilizado como matriz devido a sua elevada
biocompatibilidade, com destaque a baixa toxicidade e rapida gelificacdo (REDENBAUGH,
1993). Na producgdo das SS, os explantes sdo imersos em solucdo de alginato de sédio (0,5-
5,0% p/v) e, entdo, pipetados em solucdo de cloreto de cédlcio (30-100 mM) para que seja
formada a matriz de alginato de calcio. A esferificacdo ocorre com a substitui¢cao dos fons do
sddio por fons de célcio (REDDY; MURTHY; PULLAIAH, 2012; OCEANIA et al., 2015).

Na biotecnologia, o emprego das SS é promissor pois retém a capacidade de producao
de plantas, em massa, com caracteristicas superiores e de espécies raras, contribuindo para a
preservacdo da biodiversidade. A producdo de clones pela tecnologia das SS independe das
questdes que envolvem as estagdes do ano, podendo entdo ser produzidas plantulas uniformes,
de forma continua, em menos tempo e durante todo o ano (BEKHEET, 2006).

A tecnologia de producdo de SS é uma alternativa promissora para a multiplicacdo e
preservacdo de plantas, principalmente aquelas sem sementes, transgénicas ou que necessitam
manter uma qualidade superior via propagacdo assexuada (SAIPRASAD, 2001). Além disso,
as SS permitem a conservacao ex sifu do material superior, armazenando plantas heterozigotas
ou que tenham uma combinacdo genética que seria impossivel manter utilizando as sementes
naturais (ABBAS; MAHOOD; ALHASAN, 2022).

A producdo das sementes artificiais estd desenvolvendo-se como alternativa
complementar as atuais técnicas de propagacdo para vdrias culturas de interesse comercial,
principalmente as horticolas. A tecnologia pode reduzir significativamente as despesas com a
propagacdo de plantas, reduzir a quantidade de trabalho manual, tempo, espaco e material

necessario (CHEE; CANTLIFFE, 1992), como também, facilitar o manuseio de espécies que
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possuem sementes muito pequenas e de dificil manipulacdo, como € o caso das sementes de

jambu.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV), no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Ceara (UFC). As
plantulas de jambu (Acmella oleracea [(L.) R. K. Jansen]) foram estabelecidas in vitro a partir
de sementes inoculadas (Figura 1) em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
acrescido de 30 g L' de sacarose e solidificado com 5,8 g L' de dgar (HIMEDIA®). Apés
isso, segmentos nodais foram utilizados como fonte de explantes para a micropropagacio e,

posteriormente, producdo de sementes sintéticas.

Figura 1. Passo-a-passo para a obten¢do de uma cultura de jambu asséptica.

. Hipoclorito de Agua .
Semente Alcool 70% P sodio destilada Tubo de ensaio Germinagiio
(1 min) . autoclavada (10 mL de MS) (5° dia)
(1.50/0 / ISmm) (l min/ 3x)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Os experimentos foram subdivididos para duas fases:

3.1 Experimento 1: Micropropagacao do jambu em diferentes concentracoes de BAP

Segmentos nodais de plantulas de jambu in vitro com, aproximadamente, 2,0 cm de
comprimento, contendo duas gemas axilares, foram inoculados em frascos com 50 mL de
meio MS adicionado de 30 g L de sacarose e solidificado com 5,8 g L' de 4gar. Os
tratamentos foram constituidos por diferentes concentragdes de BAP (6-benzilaminopurina)
(0,000; 0,025; 0,050; 0,100 e 0,200 mg LY. 0 pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e,
em seguida, autoclavado a 121 °C e 1,2 atm, durante 20 minutos.

Ap6s a inoculagdo dos segmentos nodais nos frascos, de acordo com cada tratamento,
esses recipientes foram alocados em sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25 + 2 °C e intensidade luminosa de 35,1 W m?2s! (Luximetro digital:
Equitherm 813-A)

Ap6s 45 dias, foram avaliadas, visualmente, todas as plantulas do experimento quanto
ao numero de folhas e nimero de brotos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e 10
repeticoes, sendo a repeticdo representada por um frasco. Cada frasco conteve dois segmentos

nodais, totalizando 20 explantes por tratamento.
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Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia utilizando-se o programa

estatistico SISVAR (FERREIRA, 2014), sendo realizada regressdao nos dados.

3.2 Experimento 2: Sementes sintéticas de jambu provenientes de diferentes
concentracoes de BAP e combinadas com recipientes

Apo6s 30 dias de cultivo do experimento anterior, as mudas micropropagadas em
diferentes concentracdes de BAP (0,000; 0,025; 0,050; 0,100 e 0,200 mg L) tiveram
inicialmente selecionados e seccionados seus segmentos nodais com, aproximadamente, 0,3
cm para produgdo das sementes sintéticas.

O material vegetal proveniente de cada tratamento foi misturado a matriz de alginato
de so6dio (2% p/v) (NEON®). Posteriormente, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de 3
mL, esterilizada em dalcool 99%, as sementes sintéticas foram individualmente resgatadas e
gotejadas em solugdo de CaCl,.2H,O (75 mM) (NEON®), na qual permaneceram por 20
minutos para complexacdo. Em seguida, as sementes sintéticas, formadas por um segmento de
no, foram submetidas a trés lavagens em dgua destilada e autoclavada para retirar o excesso
de CaCl2.2H20. Sequencialmente, as sementes foram imersas em solugcdo de KNO3 (200 mM)
(EXODO CIENTIFICA®) por 15 minutos para a descomplexagdo, sendo, em seguida,
novamente lavadas em dgua destilada. O alginato de sédio foi dissolvido em solu¢do de meio
MS e junto com as solu¢des de CaCl,.2H>O e KNOs, foram esterilizadas por autoclavagem a
121 °C durante 15 minutos e 1 atm de pressao. Apos a descomplexagcdao em KNOs3 as sementes
foram colocadas em dois tipos de recipientes para emergéncia e desenvolvimento.

Com base no exposto, o delineamento experimental empregado foi inteiramente
casualizado, as SS, advindas de segmentos nodais provenientes de cinco concentragdes de
BAP (0,000; 0,025; 0,050; 0,100 e 0,200 mg LY na micropropagacdo (obtidos do
experimento anterior) foram inoculadas em dois recipientes.

O primeiro tipo de recipiente utilizado foi o tubo de ensaio contendo 10 mL de meio
MS. Para este foram conduzidas 20 repeti¢des, sendo uma semente sintética por parcela. J4 o
segundo tipo de recipiente utilizado foi embalagem plastica fechada com furos na base. Para
este foram conduzidas trés repeti¢cdes por tratamento e seis sementes sintéticas por repeticao.
Este recipiente foi preenchido com substrato Carolina Soil® autoclavado e, entdo,
posicionado em recipiente com lamina de dgua de 5 mm. O suprimento de 4dgua foi realizado

diariamente com o auxilio de uma piceta. Ambos 0s recipientes, apds inoculacdo, foram
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mantidos em sala de crescimento, a temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de (35,1 W m™>s™).

Ap6s 30 dias as sementes sintéticas foram avaliadas quanto as:

Caracteristicas fitotécnicas - todas as plantulas foram avaliadas visualmente quanto ao
numero de folhas, niimero de brotos, hiperidricidade e taxa de conversdo (%), e, com o auxilio
de um paquimetro digital, o didmetro do caule (cm). Para quantificar o ganho de biomassa,
foram avaliadas as massas frescas da parte aérea e da raiz (g) (com auxilio de uma balanca de
precisdo) e, posteriormente, apds esse material ser submetido a secagem em estufa de
circulacdo for¢ada de ar, a uma temperatura constante em 65 °C, por 72 horas, obteve-se
também os resultados de massa seca da parte aérea e da raiz (g).

Caracteristicas ultraestruturais - amostras constituidas de folhas foram preparadas de
acordo com Dias et al. (2017). Ap6s a desidratacdo, para a andlise em microscopia eletronica
de varredura (MEV), as amostras foram secas em aparelho de ponto critico CDP 030, por
meio de CO; liquido e, em seguida, montadas em ‘stubs’ para metalizacio com prata. Os
espécimes foram observados em microscopio eletronico de varredura (MEV X130 Phillips).
Observou-se toda a estrutura da epiderme adaxial de cada folha.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) empregando-se o
teste F. Os dados qualitativos foram submetidos a comparacdo de médias através do teste de
Tukey, calculando-se a diferenca minima significativa ao nivel de 1% de probabilidade e,
quando verificado efeito significativo, realizou-se andlise de regressdo. As andlises estatisticas

foram realizadas utilizando-se o Software SISVAR (FERREIRA, 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacdo das sementes in vitro para obtencdo dos explantes teve inicio no quinto
dia ap6s a inoculagdo. O tempo para germinagdo in vitro foi semelhante ao encontrado por
Lima et al. (2020) e Almeida et al. (2020), sendo que possiveis diferencas podem ser
atribuidas as condicdes ambientais como fotoperiodo, intensidade luminosa, temperatura e
umidade que exercem muita influéncia sobre as taxas de germina¢do das sementes.

O meio de cultura teve papel fundamental para a germinacdo e desenvolvimento
inicial, apesar das sementes possuirem tecidos de reserva, o estabelecimento da cultura in
vitro depende da concentracdo de nutrientes, € 0 meio MS como visto por Almeida et al.
(2020) apresenta a combinag¢do apropriada para o jambu.

A morfologia externa das sementes de jambu (Acmella oleracea) utilizadas foram
classificadas como: cor cinza-escura, parcialmente envolvida por partes membranosas,
alongadas longitudinalmente, ciliadas e com pequenas manchas amarelas (Figura 2) (HIND;

BIGGS, 2003; SARMENTO et al., 2019), apresentando tamanho variando de 1 a 2 mm.

Figura 2. Eletromicrografia de varredura (A), e fitomicrografias na visualiza¢do das sementes de jambu (B, C e
D). Barra = 0,5 mm (A) 1,27 mm (B, C, D).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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4.1 Experimento 1: Micropropagacao do jambu em diferentes concentracoes de BAP

Aos 45 dias, as varidveis numero de folhas e nimero de brotos apresentaram
resultados significativos para as diferentes concentragcdes de BAP no meio de cultura,

ajustando-se os dados a uma regressao cubica (Figura 3).

Figura 3. Griéficos de diferentes concentragdes de BAP em jambu (Acmella oleracea) in vitro. (A) Nimero de
folhas, e (B) nimero de brotos, aos 45 dias de cultivo in vitro.
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Para o niimero de brotos e niimero de folhas, o tratamento com 0,05 mg L' de BAP,
apresentou valores superiores, com média de 29,36 brotos e 94,50 folhas, respectivamente
(FIGURA 4A). J4 para Almeida et al. (2020), trabalhando com a mesma espécie, obteve
ganho crescente no niimero de brotos até a concentracdo de 0,125 mg L' de BAP na
micropropagacdo aos 30 dias, mas com uma média de 3 brotos, nimero bem inferior

comparado aos obtidos neste trabalho.
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Figura 4. Mudas in vitro de jambu (Acmella oleracea) aos 45 dias em diferentes concentracdes de BAP (A):
0,000 (B), 0,200 (C); 0,100 (D); 0,050 (E) e 0,025 (F) mg L"!. Barra = 5 cm.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

O incremento no nimero de brotos utilizando BAP também foi verificado em outras
espécies da familia Asteraceae, como em segmentos nodais de Artemisia Chamaemelifolia,
que utilizando concentracdes de 0,1 a 1,0 mg L' de BAP, verificaram incremento no niimero
de brotos superior a 10 por explante até a concentracio de 0,7 mg L' de BAP. Em
Eupatorium glandulosum a concentracdo de 3 mg L' de BAP induziram a formagio média de
59,66 brotos/explante (HRISTOVA et al., 2013; NITHYA; KAMALAM, 2021).

O niimero de brotos, junto ao incremento no nimero de folhas sdo constantemente
relatados na micropropagacao. Além das espécies pertencentes a familia Asteraceae, existem
outras de grande importancia comercial, que sdo micropropagadas, como a banana (Musa sp.)
(KHAN et al., 2021), cana-de-acucar (Saccharum officinarum) (SHIMELIS; BANTTE,;
FEYISSA, 2014; TESFA; ADMASSU; BANTTE, 2016), kiwi (Actinidia chinensis)
(SAEIAHAGH et al., 2019), limao (Citrus lemon) (NOORI; LATEEF, 2020), plantas
ornamentais (ERAWATI et al., 2020), batata inglesa (Solanum tuberosum) (KUMLAY;
KAYA; YILDIRIM, 2021) e abacaxi (Ananas comosus) (ELIAS et al., 2021). Todas se
beneficiam do uso do BAP até uma determinada concentracdo no meio de cultura, o que pode
variar de acordo com a espécie.

Apesar de induzir significativamente a formacao de brotos e folhas, as concentracdes

de 0,1 e 0,2 mg L! de BAP com possiveis niveis endégenos de auxina do jambu (WERNER
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et al., 2010), promoveram, neste trabalho, a formacao de calos (Figura 4C e D), sendo que os
meios com menores concentragdes de BAP apresentaram proliferacdo de brotos e expansao
foliar foi mais expressiva (Figura 4E e F). Tal condi¢do ja € esperada na micropropagacao,
pois o uso de elevadas concentragdes de BAP, para a cultura, estd associada a composicao de
meios promotores da calogénese, bem como na manutencdo de culturas de calos
(MARTINEZ et al., 2021; RAHMAN et al., 2021).

Os resultados obtidos nessa fase do experimento sugerem que o jambu possui elevado
nivel endogeno de auxinas, mesmo que o uso exdgeno de citocinina possa inibir a formagao
de raizes (ARGUESO; FERREIRA; KIEBER, 2009; WERNER et al., 2010). Neste trabalho,
foram observados que em todos os tratamentos houve o desenvolvimento do sistema radicular
adventicio (Figura 4), e na auséncia do regulador o desenvolvimento das raizes foi mais
expressivo.

O cultivo em BAP foi capaz de induzir a formagdo de calos, principalmente, no
primeiro par de folhas em contato com o meio de cultura. Skoog e Miller (1957) ja haviam
observado que as diferentes combinagdes de citocinina e auxina podem induzir a formacgao de
calos ou a organogénese. Nessa primeira etapa, a excec¢ao do controle, os meios de cultura que
continham BAP promoveram a organogénese direta, sem necessidade do cultivo em meio
indutor de brotos, dando origem a um grande nimero de brotos na face adaxial das folhas,
quando em contato com o meio de cultura.

Trabalhos com cultivo in vitro apontam que brotos e raizes adventicias podem iniciar
seu desenvolvimento a partir do procambio ou do cambio vascular em vérias espécies (XU et
al., 2014). Estudos histolégicos detalhados confirmam que as células do procambio sdo as
responsaveis pela regeneracio a partir de nova organogénese (LIU et al., 2014). Dessa forma,
o procambio e o cambio junto as células do periciclo funcionam como “ponto de partida”
inicial para a regeneragdo da planta (SANG; CHENG; ZHANG, 2018).

De forma geral, as citocininas desempenham duas funcdes chaves nos meristemas
apicais, que € a divisao celular, controlando a transicao da fase G1 para S da mitose celular, e
atuando em conjunto com outros fatores para estabelecer a organizacdo dos meristemas
apicais (MARTINEZ et al., 2021). Assim, nesta primeira etapa do trabalho observou-se que, a
depender das concentragdes, as citocininas podem promover a proliferacdo de células
indiferenciadas nos meristemas apicais e também a iniciacdo de brotos na cultura (SKOOG;

MILLER, 1957; MARTINEZ et al., 2021).
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4.2 Experimento 2: Sementes sintéticas de jambu provenientes de diferentes
concentracoes de BAP e combinadas com recipientes

A producao de folhas e a multiplicacdo de brotos respondeu de forma positiva, quando
os explantes foram advindos de meio de cultura com BAP, comparado ao tratamento controle.
Os melhores resultados foram obtidos com o tratamento contendo 0,05 mg L' de BAP, com
2,8 brotos e 16,28 folhas por semente sintética (SS). Para essas duas varidveis os resultados se

ajustaram a uma regressao polinomial de terceira ordem (FIGURA 5).

Figura 5. Grificos de desenvolvimento das sementes sintéticas de jambu (Acmellla oleracea) (A) nimero de
folhas e (B) nimero de brotos, aos 30 dias de cultivo in vitro.
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O desenvolvimento das mudas obtidas a partir das sementes sintéticas foram
beneficiadas positivamente pelas alteracdes enddgenas induzidas através da micropropagacao
em diferentes concentracdes de BAP até a concentragio de 0,05 mg L' de BAP, sofrendo
descréscimo conforme o aumento da concentracdo (Figura 5 e 6). Esse mesmo
comportamento foi observado por Hussain, Ahmad e Anis (2018) em Rauvolfia tetraphylla, e
em Artemisia chamaemelifolia por Hristova et al. (2013), apds a concentragao 6tima de 0,45
mg L' e 0,5 mg L' de BAP, respectivamente, o niimero de brotos sofre decréscimo gradual.
Geetha, Gopal e Niranjan (2009) obtiveram conversao de 92% das SS de Spilanthes acmella,
em quatro semanas, quando o meio de cultura foi suplementado com 1,0 mg L' de BAP,
porém ao adicionarem o regulador de crescimento a composicdo das SS, houveram mads
formacdes no desenvolvimento das mudas.

A interacdo dos niveis de citocinina e auxina determinam a resposta observada,
podendo ser ela a proliferacdo de brotos e desenvolvimento foliar, ou promoc¢ado a formagao

de calos (SKOOG; MILLER, 1957; MARTINEZ et al., 2021) (Figura 6).
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Figura 6. Sementes sintéticas de jambu (Acmellla oleracea) (0,000, 0,200, 0,100, 0,050 e 0,025 mg L! de BAP)
(A) aos 30 dias, e semente sintética (B), aos 6 dias, oriundas de explantes in vitro em diferentes concentragdes de
BAP. Barra: 3 cm.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Para o didmetro do caule das mudas, também foi verificada a formacdo de uma
regressdo polinomial de terceira ordem (Figura 7). No entanto, diferente de todos os outros
parametros relacionados ao desenvolvimento da muda, a maior média para o didmetro do
caule, foi observada para o tratamento controle (2,91 cm). Para Cosi¢ et al. (2022), em
pesquisa com a micropropagacdo de Hennediella heimmi observaram que baixas
concentracdes de BAP no meio e auséncia de auxina, inibiram o desenvolvimento do floema

secundario reduzindo o didmetro caulinar da muda in vitro.

Figura 7. Grafico de didmetro do caule em muda de jambu (Acmella oleracea), advindas de sementes sintéticas
em funcdo da concentragdo de BAP dos explantes, aos 30 dias de cultivo in vitro.
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As mudas do tratamento controle, na presenca da mesma concentragdao de nutrientes,
pouco investiram na proliferacdo de brotos, producdo de folhas e incremento de biomassa,
justificando assim, o maior didmetro do caule desenvolvido neste tratamento. As alteracdes
nos niveis de citocina sinalizam para as células competentes da planta a mudanca nos padroes
de relacdo fonte-dreno, como resposta, também € verificada a quebra de dorméncia de gemas
axilares que ativa a brotacdo e intensifica¢do na sintese de clorofila resultando no incremento
da biomassa (TAIZ; ZEIGER, 2013; FAGAN et al., 2017; COUTINHO NETO, 2022).

Quanto a massa fresca e seca da parte aérea e de raiz, as maiores médias, 688,08 -
31,04 mg e 195,49 — 10,19 mg, respectivamente, foram obtidas na concentragdo de 0,05 mg L~
' de BAP (FIGURA 8). Lima et al. (2020) avaliando o desenvolvimento in vitro de jambu
também verificaram ganho na biomassa em 0,1 e 0,5 mg L' de BAP, comparado ao meio de

cultura sem reguladores de crescimento.

Figura 8. Grifico de desenvolvimento de mudas de jambu (Acmella oleracea), advindas de sementes sintéticas
em funcdo da concentracdo de BAP dos explantes, aos 30 dias de cultivo in vitro. (A) Massa fresca da parte
aérea; (B) massa seca da parte aérea; (C) massa fresca das raizes e, (D) massa seca das raizes.
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Os niveis de citocinina podem induzir respostas que alteram o fluxo de assimilados
pela planta, elevam a atividade meristemdtica e modulam a absorcio de nutrientes
(PIMENTEL, 1998; ARGUESO; FERREIRA; KIEBER, 2009; WERNER ez al., 2010).
Outros trabalhos também verificaram a relacdo do nimero de brotos e nimeros de folhas tém

com o ganho de biomassa, bem como a existéncia de um ponto méximo, onde o aumento na
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concentracdo de citocinina reduz os ganhos (CRUVINEL; VASCONCELLOS;
MARTELLETO, 2019), como foi observado nesse trabalho.

Em relag@o a conversdo (germinacdo) da SS, houve destaque para as concentracdes de
0,05 e 0,10 mg L' de BAP, apresentando conversao em mudas de 95 e 98%, respectivamente,
sendo que esses mesmos tratamentos apresentaram 5 e 2%, respectivamente, de sementes

sintéticas com sintomas de hiperidricidade (Figura 9A e B).

Figura 9. Sementes sintéticas nao convertidas devido a hiperidricidade (A). Grafico de ocorréncia de
hiperidricidade em fung¢éo da concentragdo de BAP em meio MS na micropropagagio (B). Barra =2 cm.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

No presente estudo observou-se diferenca significativa na capacidade de conversio
das sementes sintéticas devido a ocorréncia de hiperidricidade (FIGURA 9B). No tratamento
controle, 48% das sementes sintéticas nao desenvolveram devido a esse distirbio. Entretanto,
quando os explantes encapsulados estavam em meio de cultura contendo BAP a ocorréncia da
hiperidricidade foi mitigada. Tais resultados sofrem influéncia de, pelo menos, quatro fatores:
a concentragdo de citocinina, o tipo de citocinina utilizada, os niveis endégenos de hormonio
e fatores genéticos relacionados a espécie. Para este trabalho, acredita-se que os fatores
relacionados a espécie tiveram maior influéncia. Apesar de diversos estudos mostrarem que o
uso da citocinina pode induzir a hiperidricidade (DECLERCK; KORBAN, 1995; SHIBLI;
SMITH; NASR, 1997), faz-se necessario avaliar a concentracdo e o tipo de molécula
utilizada, pois, como ja observado por Haddadi et al. (2013) e Abdouli et al. (2022), a
combinagdo correta pode melhorar as taxas de conversao.

O aspecto mais importante na tecnologia de produgcdo de sementes sintéticas € a
conversdao do explante encapsulado em plantulas (STANDARDI; PICCIONI, 1998).
Comparando os resultados com os protocolos existentes para espécies da familia Asteraceae:
Artemisia vulgaris (SUDARSHANA et al., 2013), Spilanthes Acmella (SINGH et al., 2009) e

Stevia rebaudiana (LATA et al., 2014), a conversdo in vitro ocorreu de forma satisfatoria para
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os tratamentos 0,025; 0,050; 0,100 e 0,200 mg L' de BAP (78%; 95%; 98% e 84%,
respectivamente) (Figura 10), com excecdo do controle (52%) onde foram observadas
conversdes inferiores aquelas vistas na literatura (BEKHEET, 2006, SINGH et al., 2009,
SUDARSHANA et al., 2013).

Figura 10. Semente sintética de jambu (Acmella oleracea) descomplexada (A). Sementes sintéticas com 10 dias
de desenvolvimento in vitro e ex vitro (B e C). Semente sintética com 15 dias de desenvolvimento in vitro (D).
Barra: 2 mm; 1 cm; 2 cm.

Fonte: Elaborado plo autor (2022).

As sementes sintéticas em recipientes pldsticos preenchidos com substrato nao
apresentaram boa conversdo em plantulas. No total, apenas 26% das SS foram convertidas
(Figura 10C). Os melhores resultados obtidos para o nimero de folhas e altura da parte aérea,
em condic¢oes ex vitro, foram de 1,27 folhas e 1,09 cm por SS, nas concentragoes de 0,1 e 0,2

mg L' de BAP (Figura 11).
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Figura 11. Sementes sintéticas ex vitro de jambu (Acmella oleracea) em substrato. Nimero de folhas (A) e
altura da parte aérea (B) por muda, aos 30 dias de cultivo ex vitro.
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Os resultados foram muito influenciados pela ocorréncia de contaminacdes (FIGURA
12), apesar das SS terem sido produzidas na camara de fluxo e do substrato ter sido autoclavo,
a elevada umidade € propicia a contaminagdo por fungos. Apesar das perdas, foi possivel
verificar que o meio de cultura MS utilizado para dissolver o alginato de sddio, € suficiente

para que as SS sejam convertidas a plantulas (Figura 10C).

Figura 12. Sementes sintéticas de jambu (Acmella oleracea) convertidas em substrato apresentando
contamina a0, aos 30 dias de cultivo ex vitro. Barra=1cme 5,5 cm.

- ¥

Fonte: Elaoad pél utr (202).

Na microscopia eletronica de varredura (MEV), observamos a maioria dos estdmatos
abertos e bem definidos (Figura 13A, B, C, D e F). Segundo Garvita e Wawangningrum,
(2020), os estdmatos das folhas, em algumas mudas cultivadas in vitro, também podem ser
atipicos e incapazes de fechamento completo sob umidade relativa baixa, como em condi¢des

in vitro.
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Neste trabalho foi observado pouca presenca de cera, ou total auséncia nas
proximidades da epiderme adaxial (Figura 13F, G, H, I e J). Resultado também encontrado
por Garvita e Wawangningrum, (2020), trabalhando com Paraphalaenopsis spp in vitro,
verificaram pouca presenga de cera epicuticular na epiderme adaxial das folhas. J4 para Dias
et al. (2014), trabalhando com Anthurium in vitro, observaram a presenca de cera epicuticular

na superficie da epiderme adaxial das folhas com maior frequéncia.

Figura 13. Eletromicrografias de varredura, da epiderme da face adaxial da folha de jambu (Acmella oleracea)
aos 30 dias, evidenciando os estdmatos e epiderme adaxial nos diferentes tratamentos: 0,000 (A) e (F), 0,2 (B) e
(G); 0,1 (C) e (H); 0,05 (D) e (I); € 0,025 (E) e (J) mg L' de BAP em MS. Barra =~ 20um e 50 um.

< N/

>

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

As folhas in vitro podem ndo desenvolver uma cera cuticular (epicuticular) e
estdmatos funcionais na mesma extensdo encontrada em folhas de plantas produzidas em casa
de vegetacdao (LANDO et al., 2016). Segundo Garvita e Wawangningrum, (2020), a producao
de folhas em mudas in vitro com intensidades de luz baixas é semelhante a0 sombreamento,
consequentemente, produzindo folhas com pouca cera epicuticular e cuticular.

Na literatura ndo existem informacgdes sobre células da epiderme e células estomaticas
em jambu (Acmella oleracea). Desta forma, seguindo a classificacdo de Gléria e Guerreiro,
(2012), os estomatos da familia Asteraceae podem ser classificados como anisociticos, onde o
estdmato € circundado por trés células subsididrias de tamanhos diferentes.

Os estdmatos abrem ou fecham de acordo com as condi¢cdes ambientais, como por
exemplo, sdo fechados no escuro, mas gradualmente abertos a medida que os niveis de luz
aumentam (DOMINGUES, 2022). O maior nimero de estomatos e maior abertura estomatica,
possibilita que mais CO> seja assimilado, portanto, permite um aumento na condutincia

estomdtica que possui relacio direta com a taxa fotossintética (SAMPAIO et al., 2021).
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Devido a escassez de informagdes anatdomicas e ultraestruturais de jambu (Acmella
oleracea), é de suma importancia estudos mais aprofundados nesta 4rea para melhor

entendimento da fisiologia e desenvolvimento desta espécie.
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5 CONCLUSAO
A partir dos dados observados, a multiplicacio em meio MS com 0,05 mg L' de BAP
mostrou-se eficiente na obtencao de segmentos nodais, e na conversao e desenvolvimento das

sementes sintéticas, de jambu (Acmella oleracea).
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