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CONTAMINACAO E REACAO MORFOGENICA
IN VITRO DE EXPLANTES DE MAMOEIRO"
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RESUMO

Foram avaliadas a contaminagdo por fungos ¢ bactérias e a reagdo morfogénica
in vitro do mamoeiro (Carica papaya L. cv. Improved Sunrise Solo Line 72/12) usando-
se apices e brotagdes laterais de plantas com trés meses de idade, cultivadas em casa de
vegetacdo, € apices de plantas com nove meses, cultivadas em campo. Usou-se 0 meio
de cultivo MS, suplementado com 4cido «a-naftalenoacético (ANA) a 0,1 mg..L‘l e 6-
furfurilaminopurina (cinetina) a 5,38 mg.L"'. A desinfestacio dos explantes foi feita
individualmente com hipoclorito de sédio a 1%, por 15 minutos. As melhores respostas,
conforme avaliadas pelas menores porcentagens de contaminag¢des fiingica e bacteriana e
pela melhor reacdo morfogénica, foram verificadas nos 4pices das plantas cultivadas em
casa de vegetagdo, enquanto as menos satisfat6rias foram obtidas nos explantes oriundos
de plantas cultivadas no campo.

Palavras-chaves: Carica papaya, contaminagdo fiingica, contamina¢io bacteriana,
micropropagacao.

ABSTRACT

CONTAMINATION AND MORPHOGENIC REACTION IN VITRO
OF PAPAYA EXPLANTS

- The contamination by fungi and bacteria and the morphogenic reaction in vitro
of papaya (Carica papaya L. cv. Improved Sunrise Solo Line 72/12) were evaluated
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using apexes and lateral buds of cultivated under greenhouse conditions and apexes of 9

month old plants under field conditions. MS culture was used, supplemented with o-
naphthalenoacetic acid (NAA) (0.1 mg L") and 6-furfurylaminopurine (kinetin) (5.38
mg L'). Explants were individually desinfected with sodium hypochloride at 1%, for 15
minutes. The best responses, as evaluated by the lower rates of fungus and bacterial
contaminations as well as by a better morphogenic reaction, were verified for the apexes
of the cultivated plants in the greenhouse, while the least satisfactory ones were obtained
for the explants originated from plants under field conditions.
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INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.), cultivado na faixa compreendida
entre os paralelos 32° de latitude norte ou sul (9, 13), encontra no Brasil
6timas condi¢Oes para o seu crescimento e desenvolvimento (8), sendo
as mudas obtidas por via seminifera.

A propagacido vegetativa pode ser realizada por estaquia (I, 2).
Este método, no entanto, € ineficiente em larga escala (9), € em algumas
regides as plantas ndao formam ramificagdes satisfatérias (/0). Também é
possivel a obtencdo de propagulos por embriogénese somatica, a partir
de calo (9, 10). Este método nao € aconselhdvel para propagacao clonal,
principaimente pelo fato de as células poderem apresentar diferentes
niveis de ploidia durante o processo micropropagativo (/0). Ha,
entretanto, evidéncias de que A4pices caulinares, gemas axilares e
meristemas isolados sdo os explantes mais adequados para a propagagao
clonal in vitro, desenvolvendo-se em plantas inteiras, ja que possuem
determinagdo para o crescimento vegetativo (9).

Os contaminantes, especialmente as bactérias endogenas, impdem
consideraveis limita¢coes mesmo na fase de iniciacdo in vitro (4, 5). Os
antibidticos usados para o controle de bactérias podem possuir agao
bacteriostatica, € nao bactericida (5, 16), serem fitotéxicos (5, 15, 22) e
conduzir a alteragGes nas respostas morfogénicas. Os desinfetantes
superficiais, como 4dlcool ou hipoclorito de s6dio, podem controlar
apenas os fungos, mas ndao garantem niveis aceitaveis de controle de
bactérias (21). | |

O objetivo deste trabalho foi avaliar a contaminagdao € a reagao
morfogénica in vitro de explantes cultivados em meio desprovido de
antibi6ticos, provenientes de plantas de mamoeiro de diferentes idades
(entre trés e nove meses), cultivadas em dois ambientes distintos (casa
de vegetacao e campo).
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo, localizado no municipio de
Alegre, Estado do Espirito Santo, situada a uma altitude aproximada de
270 m e com coordenadas geograficas de 20° 45°S € 41° 30°W.

Utilizaram-se plantas de mamoeiro do cultivar Improved Sunrise
Solo line 72/12 provenientes de sementes. A semeadura foi feita em 100
sacos de polietileno pretos (20 x 30 cm), contendo substrato da mistura
A, conforme proposto por Marin et al. (13), e trés sementes em cada um.
Os recipientes foram mantidos sobre bancadas em casa de vegetacio,
recebendo duas wrrigagdes diarias, até a emergéncia das plantulas, e uma
diaria, apos a emergéncia. Quatro semanas apds a semeadura foi feito o
desbaste, deixando-se apenas a pliantula mais vigorosa em cada
recipiente. Foi feita uma adubagdo complementar na 10° semana apé6s a
semeadura, adicionando-se sulfato de amoénio (4,0 g), superfosfato
simples (5,0 g) e cloreto de potassio (3,0 g) em cada recipiente, em
cobertura, dissolvidos em dgua.

Apés dois meses de cultivo em casa de vegetagdo, as plantas
foram divididas em dois grupos de 50, os quais foram conduzidos de
maneiras diferentes para retirada dos explantes. No primeiro grupo, as
plantas tiveram o apice caulinar removido e foram conduzidas com
apenas as duas principais brotagdes laterais. Uma destas brotac¢oes foi
removida aos trés meses de idade, constituindo a primeira fonte de
explantes (tratamento A). Essas mesmas plantas, com uma brotagio
lateral remanescente, foram cultivadas no campo e conduzidas neste
ambiente por mais seis meses, quando entdo foram retirados os seus
apices (tratamento B). No segundo grupo, removeram-se os Aapices
caulinares das plantas cultivadas em casa de vegetacdo apds trés meses
(tratamento C).

As plantas do primeiro grupo, levadas para o campo, foram
cultivadas em covas com dimensdes de 0,4 m x 0,4 m x 0,4 m, adubadas,
previamente, com esterco bovino curtido e peneirado (5 L), sulfato de
amonio (20 g), superfosfato simples (20 g) e cloreto de potassio (10 g).
O espacamento entre plantas foi de 1,0 m x 1,0 m.

Os explantes constituiram-se de brotagGes laterais, dpices das
plantas com trés meses cultivadas em casa de vegetacdo e dpices das
plantas com nove meses de idade cultivadas no campo, com tamanho
padronizado de 10 mm de comprimento, ¢ foram desinfestados
individualmente, conforme proposto por Cohen e Cooper (3), utilizando-
se hipoclorito de sédio a 1%, por 15 minutos, seguido por trés lavagens
em 4gua desionizada estéril.



66 REVISTA CERES

A inoculacdo dos explantes foi realizada em cdmara de fluxo
laminar. O meio de cultura constitulu-se dos sais e vitaminas de
Murashige e Skoog (/4), suplementado com 0,1 mg.L'l de ANA e 5,38
mg.L"' de cinetina, solidificado com 5,0 g. L" de 4gar e o pH ajustado
para 5,7 = 0,1, antes da adi¢cao do agar. Adicionaram-se 15 ml do meio
de cultura em tubos de ensaio de 150 x 250 mm, antes de serem
autoclavados a 1,05 kg/cm” e 121°C por 15 minutos. O ambiente de
cultura constituiu-se de bancadas em uma sala de cultivo com lampadas

fluorescentes do tipo luz do dia, fornecendo 25,2 umol.m™.s™ de fluxo
de fétons fotossintéticos, com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de
27 +£2°C.

O delineamento experimental fo1 do tipo inteiramente casualizado,
com dez repeti¢des, cada uma constituida por cinco tubos de cultivo in
vitro contendo explantes. Foram trés tratamentos: A = dpices de
brotagtes laterais de plantas cultivadas em casa de vegetagdo aos trés
meses de idade; B = 4pices de plantas cultivadas no campo aos nove
meses de idade; e C = apices de plantas cultivadas em casa de vegetagao
aos trés meses de idade. Apds trinta dias de cultivo in vitro, avaliaram-se
as variaveis porcentagem de contaminag¢do dos explantes por fungos €
bactérias e a porcentagem de reacdo morfogénica (formagao de roseta
foliar ou tufo de folhas). Os dados das variaveis foram transformados em

P . . s . . P
arco seno \/; / 100, visando a analise de varidncia. As médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,01),
considerando a distribui¢c2o binomial conforme apresentada por Gomes

(6).

RESULTADOS

Concernente a contaminagcao microbiana in vitro, observou-se
visivelmente a presenca de fungos e bactérias, algumas vezes num
mesmo meio de cultura (Quadro 1).

Os contaminantes fungicos manifestaram-se nos explantes € na
camada superficial do meio de cultura, nos cinco primeiros dias do
cultivo in vitro, somente em tubos com explantes oriundos do campo. O
percentual médio de contaminagdo bacteriana evidenciou diferengas
estatisticas (P < 0,01) entre os tratamentos (Quadro 1), sendo superior
naqueles cujos explantes procederam do campo (87,34% dos explantes
contaminados). Os contaminantes bacterianos manifestaram-se, no
decorrer dos dias, na base dos explantes dentro do meio de cultura.

Com relacdo a reacdo morfogénica, observou-se resposta
estatisticamente significativa (P < 0,01) entre os tratamentos, sendo
maior nos apices oriundos da casa de vegetacao, onde 83,42% do total
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de explantes formaram roseta foliar (Quadro 2). Deve-se destacar que
este total de explantes inclui os contaminados por fungos ou bacténas e,
mesmo nesta condi¢ao, manifestaram potencial para rea¢do morfogénica
in vitro, ndo sendo possivel, no entanto, aproveita-los para o processo
- micropropagativo. Considerando somente os explantes iuteis (nao
contaminados), o tratamento C (4pices aos tr€s meses de 1dade em casa
de vegetacdo) mostrou-se com porcentagem estatisticamente superior
(P < 0,01) ao tratamento B, correspondente aos 4pices provenientes de
plantas do campo aos nove meses de 1dade (Quadro 2).

QUADRO 1 - Contaminagdo por fungos e bactérias de explantes de
mamoeiro obtidos de trés origens distintas (A = dpices de
brotacGes laterais de plantas cultivadas em casa de
vegetacdo aos trés meses de idade; B = 4pices de plantas

cultivadas no campo aos nove meses de idade; e C =
apices de plantas cultivadas em casa de vegetagdo aos trés
meses de idade), apds trinta dias em meio de cultura
contendo sais de MS.

Fungos Bactérias
Yo

Tratamentos

CV (%) 93,5 36,6

| As médias seguidas da mesma letra, na vertical, nao diferem significativamente entre
si, pelo teste de Tukey (o0 =0,01).

QUADRO 2 - Reagdo morfogénica em explantes de mamoetro em todos os
meios de cultura (Todas as culturas) e nos meios de cultura
nao-contaminados (Culturas nao-contaminadas), obtidos de
trés origens distintas (A = dpices de brotagdes laterais de
plantas cultivadas em casa de vegetagdo aos trés meses de

1dade; B = dpices de plantas cultivadas no campo aos nove

meses de idade; e C = 4pices de plantas cultivadas em casa de
vegetacdo aos tr€s meses de idade), apds trinta dias em meio
de cultura contendo sais de MS.

Culturas nao-

Todas as culturas

Tratamentos contaminadas
% —
A 38,53b 10,50 ab
B 20,89 b 2,66 b
C 8342 a 29,89 a
CV (%) 39.8 111,2 :

As médias seguidas das mesmas letras na vertical nao diferem significativamente

entre si, pelo teste de Tukey (o = 0,01).
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DISCUSSAO

O alto percentual de contaminantes nos explantes de mamoeiro
oriundos do campo também foi verificado por outros autores (10, 12,
21). |

A contaminagdo por fungos ocorre pela constante exposi¢ao das
plantas matrizes as intempéries em ambiente sem controle, como o vento
e a chuva, que poderiam estar conduzindo esporos de fungos para os
apices, nas inser¢des axilares.

O maior percentual de contaminagdo bacteriana, considerada
endégena, encontrada nos explantes do campo, pode ser explicado pelas
condicdes em que se encontravam as plantas-matrizes. Litz e Conover
(12) sugeriram que os contaminantes bacterianos enddogenos, que se
manifestam in vitro, ndo sio fitopatégenos, e que a flutuagido periddica
em sua porcentagem de contaminagdo nas plantas-matrizes esta
relacionada 2 taxa de crescimento vegetativo das plantas, sendo maior
quando essas plantas crescem vagarosamente. Isso também foi
verificado neste trabalho, nos explantes retirados das plantas de campo,
que concomitantemente  apresentavam reduzido crescimento,
provavelmente devido a formagdo de flores e frutos, pois estes sao
drenos mais fortes que as partes vegetativas (20).

O desenvolvimento de colbnias bacterianas a partir da base dos
explantes pode ser explicado pelo efluxo dos constituintes do floema
(18). Litz e Conover (/1) relataram que a adubagio equilibrada pode ser
um fator importante para a redugdo dos contaminantes endégenos em
mamoeiro. Isso poderia explicar a menor contaminagdo bacteriana nos
explantes oriundos da casa de vegetacdio, j& que as plantas utihzadas
foram adubadas duas semanas antes da retirada dos explantes.

A melhor reacio morfogénica para explantes da casa de vegetagao
pode ser explicada pela idade das plantas-matrizes. Segundo George e
Sherrington (4), quanto mais jovem o tecido, melhor € a resposta in
vitro. Quanto A melhor reacdo morfogénica dos explantes extraidos do
dpice, sabe-se que gemas localizadas em diferentes posi¢des
morfolégicas das plantas podem apresentar comportamentos diferentes,
mesmo estando nas mesmas condi¢Ges ambientais (7), € que as auxinas e
citocininas tém efeitos decisivos sobre os processos de diferenciagao
(19). No presente estudo, utilizaram-se as mesmas concentragdes de
reguladores de crescimento em todos os tratamentos, em explantes de
idade e origens diferentes, o que possivelmente poderia explicar essas
diferentes respostas. O fato de os dpices terem melhor resposta que as
brotacoes laterais na mesma idade € normal em espécies herbaceas (9),
enquanto no mamoeiro as gemas laterais requerem maior nivel de auxina
para manifestar reacdo morfogénica (17).
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CONCLUSOES

1) Explantes de mamoeiro oriundos do campo apresentam maior
taxa de contaminagdo por fungos e bactérias, em relagio aos obtidos em
casa de vegetacao.

2) E possivel reduzir a taxa de contaminantes bacterianos
acelerando a taxa de crescimento das plantas devidamente adubadas.

3) Explantes oriundos de plantas mais jovens apresentam maior
taxa de reagdo morfogénica in vitro, em relagio a plantas adultas.
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