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RESUMO. Este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta rizogénica in vitro de 4pices
caulinares de plantas jovens de mamoeiro ‘Tainung 01’, em diferentes tempos de permanéncia
em meios de indugio e regeneragio. O meio de indugio empregado foi o MS, suplementado
com complementos orginicos constituidos de sacarose, mio-inositol, tiamina, piridoxina, icido
nicotinico, além de AIB. O meio de regeneragio diferiu do meio de indugio por ser desprovido
de AIB. Os tratamentos consistiram em tempos variiveis de permanéncia dos explantes nos
meios de indugio e de regeneragio (indugio/regeneragio): 0/25; 520; 10/15; 15/10; 20/5 e 25/0
dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, com seis tratamentos e quatro
repetigdes, e cada unidade experimental foi representada por cinco tubos de ensaio. O modelo
utilizado para explicar o percentual de enraizamento e o comprimento da maior folha, em fungio
do tempo de permanéncia dos ramos no meio de indugio, apresentou pontos maximos em torno
de 16 dias. Para as varidveis nimero de raizes ¢ maior alongamento dos ramos, foram obtidas
maiores respostas aos 15 dias, aproximadamente. Conclui-se que, para um bom padrio de
enraizamento, é imprescindivel a permanéncia dos ramos em meio de indugio em um periodo

de 15a 16 dias.

Palavras-chave: Carica papaya, auxina, micropropagacio, cultura de tecidos.

ABSTRACT. In vitro rhizogenesis response of stem apexes of ‘Tainung 01’ papaya tree
in different times of permanence in induction and regeneration media. The objective of
this work was to evaluate the in vitro rhizogenesis response of stem apexes of young plants of
"Tainung 01' papaya tree in different times of permanence in induction and regeneration media.
The induction medium was MS, supplemented with organic complements constituted of
sucrose, myo-inositol, thiamin, pyridoxine, nicotinic acid and AIB. The regeneration medium
differed from the induction medium because it does not have AIB. The treatments consisted of
variable times of permanence of the explants in the induction and regeneration media
(induction/regeneration): 0/25; 5/20; 10/15; 15/10; 20/5 and 25/0 days. The experimental design
was completely randomized, with six treatments and four repetitions, with each experimental
unit represented by five test tubes. The maximum rooting and the maximum length of the
largest leaf were obtained around 16 days after the branches were incubated in the induction
medium. For the variables ‘number of roots’ and ‘larger prolongation of the branches’, the
maximum results were obtained after approximately 15 days in the induction medium.
Therefore, this work concludes that, for good rooting pattern, the permanence of the branches in
medium of induction for a period of 15 to 16 days is essential.

Key words: Carica papaya, auxin, micropropagation, tissue culture.

Introdugao

Em virtude da inexisténcia de protocolos de
propagagio assexual do mamoeiro pelas técnicas
convencionais, esta espécic tem sido propagada
tradicionalmente pela semente, apesar dos problemas

genéticos que ele apresenta, principalmente quanto a

heranca do sexo das plantas (TEIXEIRA; TEIXEIRA,
2004). Essa segrega¢io exige a eliminagio das plantas
femininas em plantios comerciais, por ocasio do inicio
do florescimento (trés a cinco meses apds o plantio).
Como nio se conhece o sexo das plantas no inicio do
plantio, os agricultores plantam pelo menos trés mudas
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por cova, 0 que aumenta os custos de produgio, além
de afetar o desenvolvimento das plantas hermafroditas
em razio da competigio (COSTA et al., 2003).

Na busca por alternativas 3 propaga¢io seminifera, a
micropropagagio torna-se excelente técnica para
diversas espécies, sobretudo na fruticultura (NAND
et al., 2004; CATUNDA et al, 2008; NOMURA
et al., 2008; ROCHA et al., 2008; VILLA et al., 2008).
Para o mamoeiro, no entanto, a rizogénese ¢ um dos
entraves ao processo micropropagativo (TEO; CHAN,
1994; YU et al.,, 2000; AGNIHOTRI et al.,, 2004).
Segundo Teo e Chan (1994), é mais ficil induzir
enraizamento em culturas como cilamo, citros e
gengibre do que em mamao.

O processo de enraizamento é muito complexo,
envolvendo intrinsecos  (fisioldgicos e
bioquimicos), que interagem com os fatores
extrinsecos inerentes ao meio de cultivo e as
condicoes climiticas da cimara de crescimento
(MEIRA, 1999). A complexidade aumenta em
fungio da variabilidade genética, com a ocorréncia
de uma multiplicidade de espécies e cultivares
(GEORGE et al., 2008). Assim, o desenvolvimento
in vitro deve seguir uma sequéncia de eventos
coordenados no tempo, e qualquer alteragio que
influencie essa cadeia de transdu¢io de sinal pode
resultar em desarranjo na resposta morfogénica
(MEIRA, 1999).

Os hormoénios sio considerados moduladores
de crescimento e desenvolvimento das plantas. O
controle do desenvolvimento de
influenciado por reguladoras de
crescimento, e as auxinas promovem a formagio
de primérdios radiculares adventicios
(KERBAUY, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004). O
enraizamento compreende duas etapas: a primeira,
que é a fase de inducio, requer auxina para a
6tima formacgio de rafzes; a segunda fase
compreende a iniciagio e o alongamento, na qual
a auxina tem efeito inibitério. Todavia, o sucesso
no enraizamento depende nio apenas do
percentual de enraizamento obtido, mas também
do ndmero e da qualidade das rafzes formadas
(GEORGE et al., 2008). Em geral, a disposigio de
ramos 3 presenga de auxina por longo periodo
pode ser prejudicial ao processo de enraizamento,
podendo afetar o ndmero e o comprimento dessas
raizes (TAIZ; ZEIGER, 2004). O AIB tem sido o
fitorregulador mais utilizado na indugio do
enraizamento in vitro do mamoeiro (DREW et al.,
1993; SCHMILDT et al., 1997; YU et al., 2000),
mas o contato do explante com AIB, por tempo
prolongado, ocasiona redugio no alongamento e
ntmero de raizes (SCHMILDT et al., 1997).

fatores

raizes é
substincias

Schmildt et al.

A necessidade de utiliza¢io de duas fases distintas
para o enraizamento in vitro, aplicando-se auxina por
um perfodo determinado — a de indugio, seguida de
transferéncia para outro meio de cultura, a de
regeneragio tem sido utilizada por outros autores

(SCHMILDT et al, 1997; YU et al, 2000;
HOFFMANN et al, 2001; McCUBBIN;
STADEN, 2003; NAND et al, 2004). Em

mamoeiro, Drew et al. (1993) e McCubbin e Staden
(2003) usaram um periodo de trés dias de indugio,
enquanto que Schmildt et al. (1997) usaram cinco
dias e Yu et al. (2000) usaram 14 dias. Nio obstante,
hi caréncia de informagdes conclusivas na literatura
sobre avaliagdes no enraizamento de explantes de
mamoeiro em meios de indugio e de regeneragio ao
longo do tempo de cultivo in vitro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta
rizogénica in vitro de dpices caulinares de mamoeiros
(Carica papaya L.) ‘Tainung 01’ em diferentes tempos
de permanéncia em meios de indugio e de
regeneragao.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Espirito Santo
(CCAUFES), localizado no municipio de Alegre,
Estado do Espirito Santo.

Os ramos micropropagados de mamoeiro (Carica
papaya L.) ‘Tainung 01’, geracio F,, foram obtidos a
partir de dpices caulinares de plantas cultivadas em casa-
de-vegetagio, com quatro meses de idade. Os explantes
foram multiplicados no Laboratério por quatro
subcultivos em meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado de 0,45 mg L™ de BAP (6-
Benzilaminopurina), 0,09 mg L' de ANA (icido
oc-naftalenoacético) e 30 mg L de sulfato de adenina. Os
dpices caulinares coletados, em ntmero de 120, foram
padronizados em 1,5 cm de comprimento, contendo
quatro folhas visiveis. Inicialmente, os ramos foram
submetidos ao cultivo in vitro, em meio semi-s6lido
(meio de indugio), contendo sais de MS e
complementos orginicos com 30 g L™ de sacarose,
100 mg L' de mio-inositol, 0,1 mg L' de tiamina-HClI,
0,5 mg L' de piridoxina-HCI, 0,5 mg L' de 4cido
nicotinico e 0,2 mg L™ de AIB (icido 3-indolbutirico),
conforme Schmildt et al. (2007). Apés periodos de
tempos varidveis de permanéncia no meio de indugio,
os ramos foram transferidos para meio de regeneracio,
que difere do meio de indugio por ser desprovido de
AIB. As condigdes de cultivo foram as mesmas do meio
de indugio.

O meio de cultivo, com pH regulado em 5,7, foi
padronizado para o volume de 20 mL, contido em
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tubos de ensaio (25 x 150 mm). A seguir, os tubos
foram autoclavados a 121°C e pressio de 15 lib pol?,
durante 15 min. Os ramos foram cultivados in vitro em
sala de crescimento, sob lAmpadas fluorescentes, luz do
dia, fornecendo 22,8 umol m? s de fluxos de fétons
fotossintéticos, com fotoperiodo de 16h e temperatura
controlada em 27+2°C.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualisado, com seis tratamentos ¢ quatro repetigoes.
Cada unidade experimental foi constituida de cinco
tubos de ensaio, com um ramo por tubo. Os tempos de
permanéncia dos ramos nos meios de indugio e de
regeneragio (indugio/regeneragio) constitufram os
tratamentos: 0/25; 5/20; 10/15; 15/10; 20/5 e 25/0 dias.

Transcorridos 25 dias de cultivo, foram realizadas as
avaliagOes relativas a percentagem de ramos enraizados,
crescimento dos ramos, comprimento da maior folha,
nmero e comprimento de rafzes adventicias, segundo
metodologia descrita por Schmildt et al. (1997), além
da evolugio do enraizamento, medido a cada cinco dias.
Os resultados foram submetidos a anilise de regressio,
utilizando o software SAEG (EUCLYDES, 2004).

Resultados e discussao

O periodo de tempo de permanéncia dos ramos
nos meios de indugio e  regeneragio
(indugiao/regeneragio) influenciou significativamente a
percentagem de enraizamento (Figura 1). Os ramos
que nio passaram pela fase de indugio, isto &, os que
permaneceram 25 dias em meio de regeneragio, o qual
nio continha AIB, apresentaram os menores
percentuais estimados de enraizamento (17,7%). O
maior valor para o percentual de enraizamento (62,7%)
foi estimado para o tempo de inducio de 15,7 dias.
Maiores periodos de tempo de permanéncia dos ramos
no meio de indugio ocasionaram diminui¢io no
enraizamento.
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Figura 1. Percentagem de enraizamento de ramos micropropagados
de mamoeciro ‘Tainung 01° submetidos a diferentes periodos de
tempo em meios de indugio. O meio de indugio continha 0,2 mg L™!
de AIB, enquanto que o de regeneragio nio continha AIB. Alegre,
Estado do Espirito Santo, 2007.
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A alternincia de meios de indug¢io de raizes e de
regeneragio, na fase de alongamento, é uma pritica
utilizada por virios autores na propagagio do
mamoeiro (DREW et al., 1993; SCHMILDT et al.,
1997; YU et al., 2000; McCUBBIN; STADEN,
2003). Schmildt et al. (1997), trabalhando com
dpices caulinares de mamoeiro Formosa, pré-
tratados por cinco dias em meio de indugio
contendo 0,2 mg L' de AIB e, posteriormente,
submetidos aos tratamentos de enraizamento por
mais 34 dias, encontraram percentuais de
enraizamento semelhantes aos alcangados neste
trabalho. Os autores observaram valores percentuais
médios de enraizamento de 45, 60 e 50%,
respectivamente, no enraizamento in vitro dos ramos
remanescentes em meio de indugio, enraizamento
in vitro em meio de regeneragio (sem AIB) e
enraizamento ex vitro no cultivo em tubetes
contendo o substrato vermiculita. Drew et al. (1993)
e McCubbin e Staden (2003) notaram que o melhor
enraizamento ocorreu com trés dias de indugio; para
Yu et al. (2000) foi de 14 dias.

O ntimero de raizes também apresentou resposta
significativa, de comportamento quadritico, em
tungio do tempo de indugio (Figura 2).
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Figura 2. Numero de raizes adventicias em ramos micropropagados
de mamoeiro ‘Tainung 01" submetidos a diferentes periodos de
tempo em meios de indugio. O meio de indugio continha 0,2 mg L™
de AIB, enquanto que o de regeneragio nio continha AIB. Alegre,
Estado do Espirito Santo, 2007.

O maior valor estimado para o nimero de raizes
(3,2) corresponde ao periodo de tempo de indugio
de 14,7 dias. J4 o comprimento de raizes nio diferiu
entre os tempos de permanéncia dos ramos em meio
(Figura 3). O
comprimento médio das rafzes foi de 2,27 cm por

de indug¢io e regeneragio
ramo, crescimento este considerado étimo.

Segundo Reuveni et al. (1990), o enraizamento
pode ser considerado como 6timo quando apresenta
quantidade superior a quatro raizes por planta e
comprimento minimo de 1 cm, sugerindo que
brotos com raizes muito curtas ou com menor
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numero de raizes nio se desenvolviam bem e, por
fim, deterioravam-se.
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Figura 3. Comprimento médio das raizes de ramos micropropagados
de mamoeiro ‘Tainung 01’ submetidos a diferentes periodos de
tempo em meios de indugio. O meio de indugio continha 0,2 mg L™
de AIB, enquanto que o de regeneracio nio continha AIB. Alegre,
Estado do Espirito Santo, 2007.

Schmildt et al. (1997), trabalhando com dpices
caulinares de mamoeiro ‘Formosa’, pré-tratados in vitro
com 0,2 mg L' de AIB, por cinco dias, verificaram que
as rafzes dos ramos que permaneceram in vitro durante
39 dias de enraizamento, tanto dos ramos
remanescentes em meio de indugio quanto daqueles
transferidos para o meio de regeneragio (sem AIB),
apresentaram comprimento médio de 2 cm e ntimero
de raizes por ramos de 1,35 e 2,25, respectivamente.

Pela evolugio do enraizamento (Figura 4), observa-
se que, at¢ 15 dias, houve apenas 13% de ramos
enraizados nos tratamentos 10/15 e 15/10, assim como
somente 30% nos tratamentos 20/5 e 25/0, havendo um
ligeiro aumento no enraizamento apés 15 dias. Estes
resultados indicam que o AIB a 0,2 mg L™, contido nos
referidos  meios,
surgimento de raizes, e que, aps o recultivo dos ramos
para o meio desprovido de AIB (meio de regeneragio),
houve acréscimo bem acentuado do enraizamento.
Nota-se que é exatamente com aproximados 15 dias
em meio de indugio que houve maior percentual de
enraizamento (Figura 1). Esse efeito inibitério no
surgimento das raizes também pode ser entendido para
0S ramos que permaneceram por apenas cinco dias em
meio de inducio (5/20); nestes, aos 15 dias, ji havia
cerca de 60% de enraizamento, motivado pela presenga
dos ramos em meio desprovido de AIB partir do sexto
dia. No tratamento cujos ramos nio foram dispostos
em meio de indugio (0/25), nio houve enraizamento
até os 15 dias e observou-se baixo enraizamento apds
este periodo. Os resultados alcancados neste trabalho
estio de acordo com Rocha et al. (2008), os quais
trabalhando com jenipapeiro, concluiram que a adi¢io
do AIB ao meio de cultura foi essencial para indugio

exerceu efeito inibitério no

Schmildt et al.

do enraizamento: os autores constataram que ha
auséncia de AIB no meio de enraizamento nio
proporcionou a formagio de raizes, indicando que para
a espécie em estudo o AIB foi efetivo na promogio do
enraizamento. Em contraste, em explantes de
amoreira-preta Radmann et al. (2003) observaram que
os niveis de AIB nio influenciaram a percentagem de
enraizamento, e na auséncia de AIB houve
incrementos no nimero e comprimento das rafzes.

70 4
——0/25

604 ——5/20
-- A& --10/15
—X—15/10
40 —X*—20/5
——25/0

50 4

30 4

Enraizamento (%)

20 4

Tempo de inoculagio (dias)

Figura 4. Evolucio do enraizamento de ramos micropropagados
de mamoeiro ‘Tainung 01’ submetidos a diferentes periodos de
tempo em meios de indugio e de regeneragio
(indugdo/regeneracio). O meio de indugio continha 0,2 mg L' de
AIB, enquanto que o de regeneragio nio continha AIB. Alegre,
Estado do Espirito Santo, 2007.

Essas variagdes na evolugio do enraizamento dos
ramos submetidos a diferentes periodos de tempos de
indugio/regeneragio estio associadas, de algum modo,
aos nifveis de auxinas livres nas células, cujos
mecanismos reguladores envolvem o transporte, a
conjugagio, a compartimentalizagio, a oxidag¢io ¢ a
biossintese (KERBAUY, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004).
As reagdes que causam redugio dos niveis de auxina
podem contribuir para o crescimento das raizes, pela
diminui¢io da sintese de etileno, um inibidor do
crescimento radicular (TAIZ; ZEIGER, 2004). Em
solugio aquosa, a auxina é degradada pela luz visivel,
embora o AIB seja levemente foto-oxidado nessas
condi¢ées (QADDOURY; AMSSA, 2004). Nos
tecidos vegetais, as auxinas naturais sio inativadas
concomitantemente ou logo apds sua agio promotora
do crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2004). Essa
degradacio das auxinas naturais pode ocorrer por
reagdes de descarboxilagio oxidativa catalisadas por
enzimas do tipo peroxidases, também denominadas
AlA-oxidases, ou principalmente por oxidagio do anel
inddlico, isto é, sem descarboxilacio (KERBAUY,
2004). Qaddoury e Amssa (2004) notaram incremento
na atividade das peroxidases e AlA-oxidases entre 12 ¢
14 dias durante a rizogénese de rebentos laterais de
tamareira, na presenca de AIB. Todavia, o significado
fisiolégico da oxidagio das auxinas pela via das
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peroxidases é duvidoso, pois, em mutantes transgénicos
com expressao da atividade das peroxidases diminuida
dez vezes ou aumentada dez vezes, nio foram
constatadas alteragdes nos niveis de AIA (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

O alongamento dos ramos também foi
influenciado pela presenga de AIB contido no meio de
indugio (Figura 5). Os ramos cultivados somente no
meio de regeneragio (indugio/regeneragio = (/25 dias)
cresceram pouco (0,40 cm). O maior crescimento dos
ramos (1,2 cm) foi estimado para o tempo de indugio
aproximado de 14,6 dias. A partir de entio, o
alongamento decresce, mas em taxas superiores 3 dos
ramos que nio passaram pela fase de indugio. Esse
crescimento diferenciado ocorrido nos ramos que
passaram pela fase de indugio, cujo meio continha AIB,
foi, em grande parte, pelo alongamento celular, em
virtude da capacidade desse horménio em promover a
extensio da parede celular (KERBAUY, 2004; TAIZ;
ZEIGER, 2004). Makunga e Staden (2008) verificaram
aumentos no comprimento de ramos de salvia

submetidos ao enraizamento em meio de indugio
contendo AIB.
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Figura 5. Incremento no alongamento de ramos micropropagados de
mamoeiro ‘Tainung 01’ submetidos a diferentes perfodos de tempo
em meios de indugio. O meio de indugio continha 0,2 mg L de
AIB, enquanto que o de regeneragio nio continha AIB. Alegre,
Estado do Espirito Santo, 2007.

O comprimento da maior folha dos ramos
também foi influenciado pelo periodo de tempo de
permanéncia  nos meios de indugio e/ou
regeneracio, apresentando resposta de
comportamento quadritico em funcio do tempo de
indugio (Figura 6). O crescimento da maior folha
foi superior nos ramos submetidos ao meio de
indugio, que continha AIB, em relagdo aos ramos
que permaneceram durante todo o tempo
experimental no meio de regeneracio, na auséncia
de AIB. O maior comprimento estimado da maior
folha (1,6 cm) ocorreu aos 16,5 dias de permanéncia
dos ramos no meio de indugio. Schmildt et al.
(1997) nio notaram diferengas significativas no
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comprimento da maior folha quando os ramos de
mamoeiro Formosa permaneceram por cinco ou
39 dias em meio de inducio in vitro.
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Figura 6. Comprimento da maior folha de ramos micropropagados
de mamoeciro ‘Tainung 01’ submetidos a diferentes periodos de
tempo em meios de indugio. O meio de indugio continha 0,2 mg L™!
de AIB, enquanto que o de regeneragio nio continha AIB. Alegre,
Estado do Espirito Santo, 2007.

Deve-se destacar que o nivel de AIB (0,2 mg L),
contido no meio de indugio, proporcionou tanto bom
crescimento da parte aérea (Figuras 5 e 6) quanto do
sistema radicular (Figuras 1, 2, 3 e 4). Embora as raizes
primdrias possam necessitar de pequena concentra¢io
de auxina para crescer, o crescimento da raiz primdria é
inibido por concentra¢des de auxina que promovem o
alongamento do caule; a iniciagio de raizes laterais
(ramificagOes) e adventicias, porém, ¢ estimulada por
niveis mais altos de auxina (TAIZ; ZEIGER, 2004), o
que justificaria os resultados alcangados neste trabalho.
Também, dependendo da espécie, podem ocorrer
respostas diferenciadas 2 auxina. Em amoreira-preta a
auséncia de AIB favoreceu o ndmero e alongamento
das rafzes (RADMANN et al., 2003), condigio que
estimula o crescimento in wvitro da parte aérea

(GEORGE etal., 2008).

Conclusao

A presenga de AIB em meio de enraizamento in
vitro é essencial para obtenc¢io de padrio aceitivel de
ramos enraizados de mamoeiro “Tainung 01’

Os melhores padroes de ramos de mamoeiro
‘Tainung 01’ enraizados sio obtidos em meio de
indugio contendo 0,2 mg L' de AIB, por um
periodo de 15 a 16 dias, seguido de cultivo em meio
desprovido de AIB.
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