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ESTABELECIMENTO DE SEGMENTOS APICAIS
DE MAMOEIRO IN VITRO!
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RESUMO

Devido a inexisténcia de protocolos eficientes de propagacdo assexual do mamoeiro
pelas técnicas convencionais, esta espécie tem sido multiplicada tradicionalmente pela
semente, apesar dos problemas genéticos que ele apresenta, principalmente quanto a
heranca do sexo das plantas. Com o desenvolvimento da biotecnologia, a técnica de
micropropagac¢io passou a ser indicada como a alternativa potencialmente mais viavel para
a solucdo do problema. Todavia, 0 protocolo de micropropagacdo ja descrito por outros
autores para esta espécie, ainda nao se encontra suficientemente aperfeicoado para uso
pratico. Por este motivo, este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de
multiplicacdo de segmentos apicais do cultivar Sunrise Solo, provenientes de plantulas
germinadas ex vitro e com trés semanas de idade. O meio de cultura semi-sélido constituiu-
se basicamente dos sais de MS e vitaminas de White, tendo-se testado concentracdes de O;
0,5; 1,0; 1,5; ¢ 2,0 mg L! de BAP em presenca de 0,1mg L' de ANA e de 7,52 mg ! de
riboflavina e de 0; 0,05; 0,10; 0,15; ¢ 0,20 mg L' de ANA em presenca de 1,0 mg L' de
BAP, em experimentos concomitantes. O BAP estimulou o alongamento das gemas apicais a
concentracdes desde 1,0 mg L até 2,0 mg L', mas nfio a quebra de dorméncia das gemas
axilares. O ANA ndo influiu na percentagem de calejamento e nem estimulou a rizogénese

nos segmentos apicais, mas influiu no aumento do peso dos calos formados na base dos
explantes e no peso da parte aérea.
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ABSTRACT

IN VITRO ESTABLISHMENT OF PAPAYA APICAL SECTIONS

Despite the several disadvantages resulting from its genetic complexity, papaya tree
has been traditionally propagated by seeds, due to the lack of efficient conventional asexual
propagation protocols for this species. As a result of the biotechnology development, the
micropropagation technique has been regarded as the best potential alternative to solve such
a problem. Nevertheless, the micropropagation protocol described by other researchers for
this species has not received enough refinement yet in order to be used for practical
purposes. This work was aimed at establishing a protocol for the Sunrise Solo papaya
multiplication, using apical sections from ex vitro germinated 3-week old plantlets. The
semi-solid culture medium was basically comprised of MS salts and White vitamins.
Concentrations of BAP (0-0.5-1.0-1.5-0.2mg L") in presence of 0.1 mg Ll of NAA
and of 7.52 mg L' of riboflavin, and concentrations of NAA ( 0 — 0.05-0.10-0.15 - 0.20
mg L' ) in presence of 1.0 mg L' of BAP were tried in concomitant experiments. BAP
showed to be efficient in enhancing elongation of apical buds in concentrations ranging
from 1.0 mg L' to 2.0 mg L, but did not stimulate axillary branching. NAA did not
influence the callusing percentage nor the shoot tip rhizogenesis, but enhanced the shoot
basal callus weight and the shoot weight as well.

Key words: Carica papaya, micropropagation, organogenesis, callusing.
INTRODUCAO

A propagacido do mamoeiro tem sido efetuada tradicionalmente por
sementes, devido a inexisténcia de protocolos para a propagacio assexual
da espécie, que seria a via preferencial, devido aos inimeros problemas
genéticos que a espécie apresenta. Plantas formadas a partir de sementes
provenientes de polinizacao aberta resultam na mistura de gendtipos, com
consideravel variacdo em susceptibilidade a doencgas e em qualidade e
rendimento de frutos (/). De acordo com Rajeevan ¢ Pandey (/17), além da
heterozigose, constitui problema, para a cultura, a natureza didica e a
suscetibilidade a um grande numero de doencas virais. Também o sexo do
mamoeiro somente pode ser determinado, com certeza, pelo exame de suas
flores, que somente comegam a surgir cerca de cinco meses apds a
germinacdo da semente, ndo existindo cardter morfolégico nas plantas
juvenis que possa ser utilizado na distin¢do precoce do sexo das plantas (9).

Tendo em vista todos estes problemas, a busca de alternativas de
propagacdo assexual torna-se necessaria, constituindo a propagacio in
vitro a alternativa com maior potencial.

Dentre os métodos in vitro para a propagacdo do mamoeiro, a
micropropagacdao por cultura de segmentos apicais € gemas laterais de
plantas adultas tem sido proposta como a melhor alternativa para a
producdo de mudas em larga escala (3, 4, 6, 7, 11, 17). Rajeevan e Pandey
(12) afirmam ser esta técnica economicamente vidvel, no que concordam
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Maene e Debergh (&), mas aconselham o enraizamento ex vitro, por
motivos econdmicos. cuja viabilidade ja foi demonstrada por Schmildt et
al. (15).

O obietivo deste trabalho foi otimizar a técnica de cultura in vitro do
MATERIAL E METODOS

Apices caulinares de plantulas do cultivar Sunrise Solo,
provenientes de sementes € com trés semanas de idade, foram utilizados
como explantes iniciais. A semeadura fo1 feita em Sacos de polietileno
transparentes, contendo o substrato comercial Plantmax”. Os segmentos
apicais foram extraidos trés semanas apds o inicio da germinacdo das
sementes e desinfestados por 15 minutos em solugdo de dgua sanitaria
Globo®, diluida a 0,5% v/v do cloro residual total, contendo uma gota de
Tween 20 por 100 mL da solu¢do. Em seguida, os explantes foram
enxaguados sucessivamente por trés vezes, com agua delonizada,
autoclavada. A operagao de desinfestagdo € as posteriores foram efetuadas
em capela de tfluxo laminar.

O meio de cultura constitutu-se dos sals de MS (10), 20 g L' de
sacarose, vitaminas de White (/5) ¢ 100 mg L' de i-inositol. Esta solucao
nutritiva serviu como base para se realizarem dois testes: o primeiro com BAP
(benzilaminopurina) nas concentragﬁes de O; 0,5; 1,0; 1,5; ¢ 2,0 mg L' todas
em combinagéio com 0,1 mg L de ANA (4cido a-naftalenoacético) e 7,52
mg L de riboflavina. O segundo consistiu nas concentragoes de 0; 0,05;
0,10; 0,15; ¢ 0,20 mg L' de ANA em combinagiio com 1,0 mg L' de BAP.

Estes meios de cultura tiveram 0 pH ajustado em 5,7 + 0,1 antes da
adicio de 8 g L' de agar Vetec®, lote 023827. Os meios foram
acondicionados em tubos de ensaio de 25 X 150 mm, a base de 20 mL/tubo
de ensaio, cobertos com tampa de polipropileno transparente, esterilizados
por autoclavagem a 121°C e pressdo de 15 lib/pol2, por 15 minutos. Em
seguida, a parte inferior das tampas dos tubos de ensaio foi envolvida por
filme transparente de PVC Rolopac como medida extra contra
contaminagao.

O primeiro experimento consistiu de 5 tratamentos € 30 repetigdes; €
o segundo, de 5 tratamentos e 10 repeticdes. Em ambos os casos, os
experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, sendo a unidade experimental representada por um tubo de
ensaio contendo um explante.
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As culturas foram incubadas a 26 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e
irradidncia de 38 pmol de fétons.cm’.s”’, proporcionada por tubos
fluorescentes Silvania®, luz do dia, 40W.

Os resultados foram avaliados por meio da percentagem de culturas
calejadas, percentagem de apices caulinares que apresentaram algum
alongamento (% de culturas brotadas), peso da massa fresca da parte
aérea, desprovida do calo formado na base da cultura, e peso da massa
fresca do calo.

Os limites de confianga dos pesos das massas frescas da parte aérea
e do calo foram calculados conforme Snedecor ([6); € para as
percentagens, conforme as tabelas de Rohlf e Sokal (14).

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Nido ocorreu quebra de dorméncia das gemas apicais, no meio de
multiplicagio, na auséncia de BAP, enquanto a concentragao de 0,5 mg L’
resultou em 20% de culturas com apices alongados (Quadro 1). Entre as
concentracdes de 1,0 mg L' e 2,0 mg L' de BAP, a porcentagem de
culturas com dpices alongados variou entre 43,3 e 53,3%, sem diferengas
estatisticas entre elas, mas todas estatisticamente superiores aos dois
tratamentos anteriores. Todavia, nio ocorreu brotagdo axilar em nenhum
dos tratamentos.

F il L N L il

QUADRO 1 - Nimero de culturas de segmentos apicais de mamoeiro, I
iniciais e contaminadas, € nimero e percentagem de

| culturas brotadas, em funcdao das concentragbes de BAP
em combinagdo com 0,1 mg L'de ANAede 7,52 mg L

' de riboflavina, no meio de multiplicagio I

Concentragbes N°® de culturas Culturas brotadas*
de BAP (mgL™") — .
Iniciais Contaminadas N° % |
0 30 0 0 0 ( 0,0-11,6)
. 0,5 30 8 6 20,0 ( 7,7-38,6)
1,0 30 4 16 53,3 (34,3-71,7) |
1,5 30 4 13 43,3 (25,5-62,6)
| 2,0 30 3 16 53,3 (34,3-71,7)
| *Os ntimeros entre parénteses correspondem ao intervalo de confianga a 95% de |
L_[_ch.o:lbabilidade.
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Estes resultados discordam daqueles obtidos por Reuveni et al. (13),
que observaram brotagao axilar e com os melhores resultados em meios
contendo 0,5 mg L' de BAP. Da mesma forma, diferentemente do que foi
relatado por aqueles autores, nio ocorreu calejamento dos segmentos
apicais neste trabalho, apesar do ANA na concentragdo de 0,1 mg L' em
todos os tratamentos com BAP. Certamente isto se deveu a baixa
concentra¢do de ANA e a riboflavina, que inibe esta rota morfogénica em
mamoeiro pela aceleragdo da destruicdo da auxina adicionada ao meio de
cultura, em presenca de luz (5). Mesmo com a riboflavina, Drew et al. (2)
observaram intensa formacio de calo nos explantes, mas as concentragOes
de auxina por eles utilizadas, bem como o periodo inicial de cultura no
escuro, certamente permitiram a acao desta por algum tempo, antes de ser
destruida.

O ANA, no meio de enraizamento, praticamente nio exerceu
qualquer influéncia sobre a percentagem de explantes calejados, tendo o
calejamento ocorrido igualmente em todos os tratamentos, inclusive no
controle, desprovido de ANA (Quadro 2). Nenhuma das concentragoes de
ANA estimulou o enraizamento, que foi nulo em todos os tratamentos.
Este resultado contraria aqueles obtidos por Teo e Chan (I7), que
observaram o estimulo ao enraizamento do mamoeiro in vitro, pelo AIB,
quando em combinagdo com O BAP Todavia, neste trabalho as
concentragoes de ANA, de 0,1 mg L™ e acima desta, em combinag¢do com
1,0 mg L' de BAP e auséncia de riboflavina, estimularam o aumento da
massa fresca da parte aérea, bem como do calo formado na base dos
explantes.

il

QUADRO 2 - Numero e percentagem de culturas calejadas e massa_l
fresca da parte aérea e do calo, em apices caulinares de
l mamoeiro, em fungdo das concentragbes de ANA,
combinadas com 1,0 mg L' de BAP, no meio de

enraizamento
Concentracdes de Culturas calejadas* Massa fresca (g)*
ANA (mg L ) - —
N° % Parte aérea Calo
0 4 40 (12,20-73,80) 0,09 (0,08-0,10) 0,06 (0,03-0,09)
| 0,05 7  70(34,80-93,33) 0,07 (0,04-0,10) 0,06 (0 - 0,10)
0,10 5 50 (18,20-73,80) 0,13 (0,12-0,14) 0,16 (0,11-0,21)
0,15 7 70 (34,80-93,33) 0,18 (0,11-0,25) 0,21 (0,15-0,27)

| 0,20 6  60(2620-87,80)  0,15(0,11-0,19) 0,22 (0,11-0,33) |
* Os numeros entre parénteses correspondem ao intervalo de confianga, a 95% de
| probabilidade.
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CONCLUSOES

1) O BAP estimula o crescimento de gemas apicais de segmentos
apicais de mamoeiro in vitro, a concentracdes desde 1,0 até 2,0 mg L7,
mas ndo estimula a quebra de dorméncia das gemas axilares.

2) O ANA, no meio de enraizamento, ndo influi na percentagem de
calejamento nem a rizogénese na base dos segmentos apicais in vitro, mas
estimula o aumento do peso dos calos formados na base dos explantes e o
peso da parte aérea.

3) A presenca de 7,52 mg L' de riboflavina, no meio de
multiplicacao, parece anular a agdo do ANA sobre a rizogénese.
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