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RESUMO. Este trabalho teve como objetivo avaliar niveis de AIB no enraizamento in vitro
de microestacas de mamoeiro (Carica papaya L. “Tainung 01°). Apices caulinares de plantas
com 120 dias de idade foram estabelecidos ¢ avaliados em meio MS, suplementado com
complementos orginicos constituidos de sacarose a 87,64 mM, mio-inositol a 555,06 uM,
tiamina-HCI a 0,30 uM, piridoxina-HCI a 2,43 uM, 4cido nicotinico a 4,06 uM e 0; 0,74;
1,48; 2,96 ¢ 5,92 uM de AIB, em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repetigdes e cinco tubos de ensaio por parcela. Apds 30 dias, avaliou-se a percentagem de
enraizamento, o crescimento das microestacas, o comprimento da maior folha e a massa de
calo. Observou-se que o maior percentual estimado de enraizamento ocorreu com a adigio
de 5,92 uM no meio de cultivo. Apesar do maior crescimento das microestacas ¢ da maior
folha ocorrer em niveis de AIB superiores a 0,74 uM, ocorre, concomitantemente, maior
formagio de calos na base das microestacas ¢ muitas das raizes sio provenientes desses calos,
as quais nio possuem conexdes com o sistema vascular dos ramos.

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

ABSTRACT. Indole butyric acid (IBA) levels in the in vitro rooting of microcuttings of
papaya tree ‘Tainung 01°. The objective of this work was to test IBA levels in the in vitro
rooting of microcuttings of papaya tree (Carica papaya L. "Tainung 01'). Apical stems of plants at
120 days of age were established and evaluated onto MS supplemented medium with organic
complements constituted of sucrose at 87.64 mM, myo-inositol at 555.06 uM, thiamin-HCI at
0.30 uM, pyridoxine-HCI at 2.43 uM, nicotinic acid at 4.06 uM and treated with 0, 0.74, 1.48,
2.96 and 5.92 uM of IBA, in a completely randomized design, with four replications. After
30 days, the percentage of rooted microcuttings, the development of microcuttings, the length of
the largest leaf and callus mass were evaluated. It was observed that the largest percentage of
rooting happens in the presence of IBA at 5.92 uM during of cultivation. In spite of the fact that
larger growth of microcuttings and the largest leaf happened in levels above 0.74 uM of IBA, a
larger formation of calluses happens concomitantly in the microcuttings and many of the roots
are coming from those calluses, which do not possess connections with the vascular system of
the shoots.

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

Introdugao

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma planta cujo
fruto tem  grande
alimenticia e social. E cultivado principalmente nos

importincia  econdmica,
paises tropicais e possui 6tima aceitagio no mercado
internacional. A participagio brasileira na produgio
mundial de mamaio é da ordem de 24%, com um
volume de 1,6 milhdes de toneladas de frutos
(AGRIANUAL 2006, 2006).

A micropropagagio do mamoeiro ainda nio ¢
comercialmente usual, a0 contririo do que tem sido

estabelecido para outras frutiferas (CATUNDA
et al.,, 2008; NOMURA et al., 2008). May et al.
(2007) conseguiram por micropropagagio obter
5.000 plantas de mamoeiro hermafroditas,
geneticamente homogéneas, em nivel de campo.
Todavia, os trabalhos de micropropagagio com
mamoeiro ainda estio em fase de adaptagio de
protocolos e precisam ser melhorados (ROHMAN
et al., 2007).

No  processo de  micropropagagio, o
enraizamento é muito complexo, incluindo fatores
fisiol6gicos, bioquimicos ¢ bioldgicos (fatores
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internos), que interagem com os fatores externos
(MEIRA, 1999). Além disso, a complexidade ¢
aumentada  pela  variabilidade  genética  pela
multiplicidade das espécies e cultivares. Segundo Teo e
Chan (1994), ¢ mais ficil induzir enraizamento em
culturas como cilamo, citros e gengibre do que em
mamoeiro. O sucesso do enraizamento nio depende
apenas do percentual de enraizamento obtido, mas
também do ntimero e da qualidade das raizes formadas
(GEORGE et al., 2008).

O controle do desenvolvimento de raizes ¢
influenciado  por substincias reguladoras de
crescimento. O alongamento de rafzes primdrias ¢é
inibido por concentragdes endégenas de auxina
maiores que 10® M, enquanto que a iniciacio de
raizes laterais e adventicias é estimulada por altos
nfveis de auxina (TAIZ; ZEIGER, 2004). Fachinello
et al. (2005) relatam que aumentos nas
concentragdes de auxina exdgena aplicada na base de
estacas promovem o enraizamento até certo valor, a
partir do qual qualquer acréscimo tem efeito
inibitério. Os autores relatam, ainda, que a formagio
de calo na zona de enraizamento ¢ indescjivel, pois
pode afetar a qualidade das raizes, principalmente no
que se refere a conexio vascular com a planta.

Os mecanismos reguladores dos niveis de
auxinas livres nas células envolvem o transporte, a
conjugagio, a compartimentalizacio, a oxidagio ¢ a
biossintese (TAIZ; ZEIGER, 2004). Além disso,
estes autores afirmam que, em solugio aquosa, a
auxina ¢ degradada pela luz visivel. Assim, os niveis e
os tipos de reguladores de crescimento sio de grande
importincia no enraizamento dos explantes em
meios de cultura, podendo, inclusive, influenciar a
qualidade das raizes formadas. Telles e Biasi (2005)
constataram que o ANA ¢ mais eficiente na indugio
da organogénese direta em segmentos radiculares de
caquizeiro do que o AIA e o AIB. Todavia, em
mamoeiro, Rajeevan e Pandey (1986) verificaram
que as rafzes formadas na presenga de AIB sio
normais e os brotos apresentam bom crescimento,
enquanto que o uso de ANA forma raizes grossas e
anormais, além de causar senescéncia dos brotos. O
AIB tem sido o fitorregulador mais utilizado na
indugio do enraizamento in vitro do mamoeiro
(RAJEEVAN; PANDEY, 1986; SCHMILDT et al.,
1997; ROHMAN et al., 2007). Rohman et al. (2007)
avaliaram niveis de AIB no enraizamento in vitro de
microestacas de mamoeiro, encontrando melhores
respostas com 4,9 uM, sem contudo citar a cultivar
utilizada nos estudos. Com relagio ao mamoeiro
hibrido ‘Tainung 01’ estudos sobre o enraizamento
in vitro foram encontrados na literatura os trabalhos

de Schmildt et al. (1997) e Schmildt et al. (2007a).

Schmildt et al.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o
enraizamento in vitro de microestacas de mamoeiro
‘Tainung 01’ submetidas a niveis de AIB.

Material e métodos

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

Segmentos apicais de mamoeiro (Carica papaya
L.) ‘Tainung 01°, geragio F,, foram obtidos a partir
de dpices caulinares de plantas com 120 dias de
idade, cultivadas em casa de vegetagio, e
multiplicadas Biotecnologia
Vegetal por quatro subcultivos em meio de cultura
de Murashige e Skoog (1962), suplementado com
BAP (6-Benzilaminopurina) a 2 uM, ANA (icido o«c-
naftalenoacético) a 0,5 uM e sulfato de adenina a
74,19 uM. Parte dessas microestacas, em nimero de
100, foi padronizada em 1,5 cm de comprimento,
contendo quatro folhas visiveis. Feito isso, as
microestacas uniformes foram submetidos ao cultivo

localizado  no

no Laboratério de

in vitro, em meio semi-solido contendo sais de
Murashige e Skoog (1962), contendo complementos
orginicos constituidos de sacarose a 87,64 mM, mio-
inositol a 555,06 uM, tiamina-HCI a 0,30 uM,
piridoxina-HCl a 2,43 uM, 4cido nicotinico a
4,06 uM. Os tratamentos consistiram dos seguintes
niveis de AIB (icido 3-indolbutirico): 0; 0,74; 1,48;
2,96 ¢ 5,92 uM.

O meio de cultivo, com pH regulado em 5,7, foi
padronizado a volumes de 20 mL, contidos em tubos
de ensaio de 25 mm x 150 mm. A seguir, os tubos de
ensaio contendo os meios de cultivo foram
autoclavados a 121°C e a pressio de 15 lib pol?,
durante 15 min. As microestacas foram mantidos em
sala de cultura, sob lAimpadas fluorescentes tipo luz
do dia, fornecendo 22,8 pmol m™ s de fluxos
fotoénicos fotossintéticos, fotoperiodo de 16h e
temperatura de 27 * 2°C. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com
cinco tratamentos e quatro repeticoes, ¢ cada parcela
foi constituida de cinco tubos de ensaio, contendo
uma microestaca em cada tubo.

Transcorridos 30 dias de cultivo, foram
realizadas as avaliagoes relativas 3 porcentagem de
microestacas ~ enraizadas,  alongamento  das
microestacas enraizadas, comprimento da maior
folha em cada microestaca enraizada e massa fresca
de calo, conforme Schmildt et al. (1997). Os dados
foram submetidos A anilise de variincia, utilizando o
software SAEG (EUCLYDES, 2004), e realizados
estudos de regressio por meio do Teste F (5%).
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Resultados e discussao

Os niveis de AIB adicionados ao meio de cultura de
pices ‘Tainung 01
influenciaram  significativamente a percentagem de
enraizamento na base das microestacas (Figura 1).
Durante a fase experimental de 30 dias, a presenca de
AIB no meio de cultivo ocasionou incrementos
crescentes nos  percentuais de  enraizamento,
apresentando valores estimados de 49,9; 53,54; 57,45 ¢
61,64%, nos niveis de 0,74; 1,48; 2,96 ¢ 5,92 uM de
AIB, respectivamente. Na auséncia de AIB no meio de
cultura, ocorreu o menor percentual de enraizamento.
Esses resultados estio em conformidade com o
protocolo estabelecido por Almeida et al. (2000), em
que o meio MS suplementado com 5 uM de AIB
mostrou ser o mais adequado para o enraizamento de
plantulas de mamoeiro cv. Baixinho de Santa Amalia.
Rohman et al. (2007) notaram que a melhor producio
de raizes em plintulas de mamio oriundas de gemas
laterais de plantas adultas ocorreu em meio de cultura
MS ' F suplementado com 5,0 uM de AIB. Em
concentragdes mais elevadas de AIB (20 uM), no meio
de cultivo in vitro, também promovem o enraizamento
de brotos laterais de mamoeiro, mas as plantulas assim
produzidas permanecem raquiticas (RAJEEVAN;
PANDEY, 1986). Schmildt et al. (1997) observaram
percentuais de enraizamento de 45%, semelhantes aos
percentuais obtidos no presente estudo, com 4pices
caulinares de mamoeiro cv. Formosa, apds 39 dias em
meio MS in vitro, suplementado com 1 uM de AIB. Em
segmentos nodais  de melhor
enraizamento das brotagdes foi obtido com 2,5 uM de
AIB combinado ao carvio ativado (1,5 g L), acrescidos ao
meio de cultura (MANTOVANI et al., 2001). A adicio
de 3 uM de AIB proporciona melhor enraizamento in vitro
de brotos de macieira cv. Fred Hough, adicionados ao
meio de cultura MS com a concentragio de sais reduzida

para 50% (CENTELLAS etal., 1999).

caulinares de mamoeiro

louro-pardo, o

707

40 o

307 ¥ = 51,450x"10'¢
R? = 0,79
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0,(! T T T 1
0,00 1,48 2,96 4,44 5,92
Niveis de AIB (uM)

Figura 1. Percentagem de enraizamento in vitro de microestacas
de mamoeiro ‘Tainung 01” submetidas a diferentes niveis de AIB.
Alegre, Estado do Espirito Santo, 2007.
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A massa de calo formada na base das microestacas
também foi influenciada pelos niveis de AIB
presentes no meio de cultura, estabelecendo-se
relagio linear de primeiro grau (Figura 2). Observa-
se que a maior formagio de calo no cultivo in vitro de
mamoeiro ‘Tainung 01’ foi de 1,14 g por ramo,
ocorrida ap6s 30 dias no nivel mais elevado de AIB,
de 5,92 uM. George et al. (2008) salientam que
quantidades excessivas de auxina in vifro estimulam a
producio de calo nos explantes. Maior massa de calo
em dpices caulinares de mamoeiro ‘Tainung 01°
pode ser obtida com a utilizagio de 10 uM de ANA e
25 uM de cinetina (SCHMILDT et al.,, 2007b).
Radmann et al. (2003) também observaram
incrementos na formagio de calo em explantes de
amoreira-preta com a elevagio nos niveis de AlB, o
mesmo sendo observado por Rohman et al. (2007)
em mamoeiro.

12 7

»

Y =0,168x + 0,139
R? = 0,937

Massa de calo (g)
o o
o )

=
w
1

0,0 2 T T T 1
0,00 1,48 2,96 4,44 5,92
Niveis de AIB (uM)

Figura 2. Massa fresca de calo na base de microestacas de
mamoeiro ‘“Tainung 01” submetidas a diferentes niveis de AIB no
enraizamento in vitro. Alegre, Estado do Espirito Santo, 2007.

Calo é uma massa de células nio-organizadas,
em crescimento desordenado e irregularmente
diferenciadas. A presenca de calo na base das
microestacas pode afetar negativamente a rizogénese
(GEORGE et al., 2008) ou a sobrevivéncia das
plantas (ROGALSKI et al., 2003; AGNIHOTRI
et al., 2004; ROHMAN et al., 2007). No entanto,
quando se objetiva a micropropagagio por
embriogénese somitica (ALMEIDA et al., 2001), ou
organogénese indireta, esse incremento pode ser
interessante,  por  esses  processos  estarem
relacionados diretamente com a produgio de calo.

No presente estudo, verificou-se que, nos niveis
de 0 ¢ 0,74 uM de AIB no meio de cultivo, nio
houve formagio de raizes nos calos, mas nos niveis
de 1,48; 2,96 ¢ 5,92 uM de AIB, houve incremento
de microestacas enraizadas a partir do calo, com
valores de 10, 15 e 45%, respectivamente, as quais

apresentavam geotropismo negativo (dados nio
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apresentados). Esse enraizamento nio ¢ interessante
para trabalhos cujo objetivo é a propagagio de
plantas, uma vez que essas rafzes surgem pela
rediferenciacio das células do calo e raramente
possuem conexdes vasculares com microestacas
regeneradas de calo (GEORGE et al, 2008).
Rohman et al. (2007) verificaram que acima de
7,4 uM de AIB as microestacas de mamoeiro nio
sobreviviam durante a aclimatiza¢io devido ao
excesso de massa de calo na base das microestacas.

O crescimento em extensio das microestacas
apresentou resposta significativa, de
comportamento quadritico, em fungio dos niveis
de AIB, com ponto de miximo incremento no
alongamento estimado em 2,23 c¢m para o nivel de
5,2 uM de AIB (Figura 3). Rohman et al. (2007)
obtiveram melhores crescimentos das
microestacas de mamoeiro utilizando 7,4 uM de
AIB. A concentracio 6tima de auxina para
alongamento celular de segmentos da parte aérea
estd entre 10° M e 10° M (TAIZ; ZEIGER,
2004), ou seja entre 0,98 a 9,84 uM de AIB, o que
justificaria os resultados alcancados neste trabalho.
Esse  crescimento  diferenciado  se  deve

principalmente ao alongamento celular, em

virtude da capacidade desse horménio de

promover a extensio da parede celular (TAIZ;
ZEIGER, 2004).
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Figura 3. Incrementos do alongamento de microestacas de
mamoeiro ‘Tainung 01’ submetidas a diferentes niveis de AIB no
enraizamento in vitro. Alegre, Estado do Espirito Santo, 2007.

O crescimento da maior folha também foi
influenciado pelos niveis de AIB no meio de cultura,
estabelecendo-se uma resposta de comportamento
quadritico, e o maior valor estimado ocorreu no
nivel de 4,32 uM de AIB, correspondendo a 1,52 cm
de comprimento da maior folha (Figura 4). Taxas de
crescimento semelhantes foram constatadas por
Schmildt et al. (1997) com dpices caulinares de

Schmildt et al.

mamoeiro Formosa, pré-tratados in vitro com
0,98 uM de AIB, por cinco dias, em que, aos 39 dias
de cultivo, o crescimento foi de 1,67 cm para as
microestacas remanescentes em meio de indugio
e de 1,79 c¢cm para aquelas transferidas para o

meio de regeneragio (sem AIB).

1,6 1
o S

Ei2 1
]
g
3
20,8 1 N
£ ¥ = -0,028x + 0,242x + 1,006
E R? = 0,804
=
504
O

0,0 T T T 1

0,00 1,48 2,96 4,44 5,92

Niveis de AIB (uM)

Figura 4. Comprimento da maior folha em microestacas de
mamoeiro ‘“Tainung 01’ submetidas a diferentes niveis de AIB no
enraizamento in vitro. Alegre, Espirito Santo, 2007.

Niveis de AIB de 52; 432 e 592 uM
promoveram maiores incrementos no alongamento
(Figura 3), no crescimento da maior folha (Figura 4)
e maiores percentuais de enraizamento (Figura 1),
respectivamente, das microestacas de mamoeiro
‘Tainung 01’. Drew et al. (1993) observaram que o
maior percentual de enraizamento e ntmero de
raizes ocorreu com o uso de AIB a 9,84 uM. No
presente  estudo, os niveis de AIB que
proporcionaram maiores percentuais de
enraizamento (Figura 1) foram menores que os
resultados alcangados pelos referidos autores. Drew
et al. (1993), no entanto, expuseram os brotos de
mamoeiro por trés dias na presenga de AIB e,
posteriormente, transferiram-nos para outro meio
Neste  trabalho, os
permaneceram durante toda a fase experimental, de
30 dias, na presenca de AIB no meio de cultura.
Pode ocorrer, ainda, resposta diferenciada 2 auxina
dependendo da espécie. Schmildt et al. (1997)
verificaram que a permanéncia de microestacas na
presenga de auxina afeta a inicia¢do e¢ alongamento
das raizes, assim como causa inibicio no
crescimento dos ramos de mamoeiro. Ji em
explantes de amoreira-preta a auséncia de AIB
ocasionou incrementos no nmero ¢ comprimento

das raizes (RADMANN et al., 2003).

sem  auxina. brotos

Conclusao

Niveis de AIB de 5,2; 4,32 e 5,92 uM promovem,

respectivamente, maiores incrementos no
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alongamento, no crescimento da maior folha e no
percentual de enraizamento de microestacas de
mamoeiro ‘Tainung 01°.

Aumentos nos niveis de AIB de 0 a 5,92 uM
proporcionam incrementos lineares na formagio
de calo na base das microestacas.

Incrementos nos niveis de AIB a partir de
1,48 uM favorecem a
provenientes de calo.

formacio de raizes
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