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SACAROSE NA FASE DE ENRAIZAMENTO /N VITRO DE MAMOEIRO
‘TAINUNG 01’

SUCROSE ON IN VITRO ROOTING PHASE OF PAPAYA TREE ‘TAINUNG 01’

Edilson Romais SCHMILDT!'
José Augusto Teixeira do AMARAL?"
Omar SCHMILDT?

RESUMO

Apropagacéo seminifera do mamoeiro apresenta problemas de disseminagéo de doencas e de variabilidade genética
decorrentes da polinizagéao livre. A micropropagagéao surge como alternativa para a produgéo de mudas de boa qualidade e em grande
quantidade a partir de um tnico explante. Com o objetivo de aprimorar as técnicas de propagagao in vitro de mamoeiro ‘Tainung 1’,
geragéo F,, testaram-se concentragdes de sacarose no meio de cultivo, na fase de enraizamento, a partir do quarto subcultivo. Segmentos
nodais oriundos do quarto subcultivo, de 1,5 cm de comprimento, contendo 4 folhas visiveis a olho nu, foram submetidas a cinco
concentragdes de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g L"), em meio MS, acrescido de 0,2 mg L' de AIB. De acordo com os resultados
obtidos, a adi¢ao de sacarose no meio de cultivo, em concentragdes variando de 15 a 30 g L, favorece o enraizamento in vitro de
mamoeiro ‘Tainung 01

Palavras-chave: Carica papaya; micropropagagao; cultura de tecidos.

ABSTRACT

Seminific propagation of the papaya tree has problems of spread of diseases and genetic variability due to the free pollination.
The micropropagation seems to be an alternative for the production of seedlings with satisfactory quality and in great amount, starting
from a single explant. With the objective of improve the techniques of propagation in vitro of papaya tree ‘Tainung 1’, generation F.,
sucrose concentrations were assayed in the culture media, in the rooting phase, starting from the fourth subculture. Sprouts originating
from of the fourth subculture, of 1.5 cm of length, containing 4 visible leaves with the naked eye, were submitted to five sucrose
concentrations (0, 15, 30, 45 and 60 g L"), in MS culture media, added of 0,2 mg L' of IBA. According to the obtained results the
sucrose addition in the culture media, in concentrations varying from 15to 30 g L™, favors the in vitro rooting of papaya tree ‘Tainung 01°.

Key-words: Carica papaya; micropropagation; tissue culture.
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INTRODUCAO

A cultura do mamoeiro apresenta varios
problemas agronémicos, sendo o principal deles a
ocorréncia de doencgas viroticas (DANTAS e
MORALES, 1996; LEITE e GARCIA, 1989;
MANSHARDT, 1992). Problemas genéticos também
sa0 observados. Plantas obtidas a partir de sementes,
provenientes de polinizagao livre, resultam numa
mistura de gendtipos com consideravel variagcéo em
susceptibilidade a doengas e em qualidade e
rendimento de frutos (DREW, 1987). Tendo em vista
todos estes problemas, a busca de alternativas a
propagacéo seminifera torna-se necessaria. A cultura
de tecidos pode constituir-se numa técnica eficiente
de produgdo de mudas de mamoeiro com alta
qualidade fitossanitaria e genética, além de produzir
um grande nimero de plantas provenientes de um
unico explante.

Uma das etapas mais delicadas da
micropropagagdo do mamoeiro é a transferéncia das
mudas para condi¢des ex vitro. Para se obter sucesso
durante a aclimatizacéo, faz-se necessario otimizar a
fase de enraizamento. Essa fase foi conceituada
como estadio Ill por MURASHIGE (1974),
sucedendo aos estadios | e Il, que se referem a
iniciagao e multiplicagao in vitro, respectivamente.
A fase Ill € uma das mais importantes, pois além
da busca de uma quantidade maior de explantes
enraizados, objetiva-se também melhorar o padrédo
destes. Assim, o crescimento de brotagdes e o de
folhas déo indicagdes de que as plantas obtidas in
vitro estdao se desenvolvendo, estando aptas ao
processo de aclimatacao (SCHMILDT et al., 1997).

Para que o padrdo de enraizamento de
segmentos nodais micropropagados seja
vantajoso, a constituicao do meio de cultura precisa
ser equilibrada, uma vez que as respostas
normalmente variam com a espécie e mesmo entre
diferentes genotipos da mesma espécie
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Um dos
componentes que merece atengao na constituigao
do meio de enraizamento séo os carboidratos. Os
tecidos sdo capazes de fotossintetizar in vitro, mas
com taxas muito baixas, necessitando de se
estabelecer os niveis 6timos de carboidratos
adicionais no meio de cultivo para cada tipo de planta
(GEORGE e SHERRINGTON, 1984). Os carboidratos
s@o necessarios ao meio de cultivo de modo a
fornecerem energia metabdlica durante a respiragao,
bem como de intermediarios metabdlicos para a
sintese de aminoacidos, de proteinas e de todos os
compostos organicos necessarios para o crescimento
celular, além dos polissacarideos estruturais (CALDAS
et al., 1998).

LOVELL et al. (1972) sugerem que exista uma
concentragdo 6tima de reserva de carbono em que
acima ou abaixo da qual a formagédo de raizes
adventicias é inibida. Segundo GRATTAPAGLIA e
MACHADO (1998), uma fonte de energia &
indispensavel para a rizogénese in vitro, sendo que
adicdes de sacarose no meio de cultivo em

concentragbes acima de 40 g L' podem causar um
excessivo decréscimo do potencial hidrico do meio,
podendo ocasionar desidratagcao dos tecidos e levar
a deterioragcdo das culturas. Por outro lado,
concentragdes de sacarose no meio de cultivo menor
de 20 g L', podem causar clorose generalizada da
cultura. No entanto, algumas espécies como
Sequoia sempervirens (TEIXEIRA, 1981) e o
hibrido Eucalyptus gunni x Eucalyptus globolusem
(BOYLAY, 1985) responderam melhor a
concentragdes de 15 g L' de sacarose. Outras
espécies respondem melhor a niveis mais altos de
sacarose, como Eriostemon starduste E. myoporoids
em concentragdes de 50 g L' (AULT,1984), e
morangueiro em concentracdes de 45 g L
(CALVETE et al., 2002).

Em mamoeiro os niveis de sacarose utilizados
no cultivo in vitro ndo tém sido padronizados, com
alguns autores utilizando 30 gL ' (SAHA et al., 2004;
SCHMILDT et al., 1997; YU et al., 2000). DREW
(1992) subcultivou plantas de mamoeiro in vitro,
observando, que ao fim do terceiro subcultivo, as plantas
crescidas em meio de cultivo contendo 10 g L' de
frutose, em comparagédo com 20 g L' de sacarose,
exibiram crescimento reduzido de raizes e brotagdes,
bem como aumento do tempo de enraizamento. Para
o mamoeiro ‘Tainug 01’ h4 caréncia de registros na
literatura indicando o melhor nivel de sacarose para
0 enraizamento in vitro de segmentos nodais
micropropagados. Tem-se constatado que na
auséncia de sacarose ocorre uma drastica redugao
no ndmero de segmentos nodais enraizados in vitro
de mamoeiro (DREW e MILLER, 1989), podendo até
mesmo ampliar o tempo de enraizamento. FITCH et
al. (2003) verificaram que os segmentos nodais
enraizaram na auséncia de sacarose no meio de
cultivo, apenas 1 a 2 meses depois de inoculados in
vitro.

O objetivo deste trabalho foi o de aprimorar a
técnica de micropropagagao in vitro de mamoeiro
‘Tainung 1°, geragéo F,, avaliando efeitos da
concentragéo de sacarose em meio MS na fase de
enraizamento.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério
de Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciéncias
Agréarias da Universidade Federal do Espirito
Santo, em Alegre-ES. Os cultivos foram realizados
em sala de cultura, sob lampadas fluorescentes
fornecendo 22,8 ymol m2s de densidade de fluxo
de fétons fotossinteticamente ativos, fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 27 + 2 °C.

Os explantes constituiram-se de segmentos
nodais oriundos de plantulas micropropagadas de
mamoeiro (Carica papaya L.) ‘Tainung 01’ geragao
F,, os quais foram obtidos a partir de apices
caulinares de plantas com quatro meses de idade
em casa de vegetagdo e mantidos no laboratério
por 4 subcultivos em meio MS (20), suplementado
com BAP (6 - Benzilaminopurina) a 0,45 mg L7,
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ANA (4cido o<-naftaleno-acético) a 0,093 mg L' e
sulfato de adenina a 30 mg L. Selecionaram-se
100 segmentos nodais do material micropropagado,
os quais foram padronizados em 1,5 cm de
comprimento, contendo 4 folhas visiveis a olho nu.
Os segmentos nodais foram entéo repicados para
0o meio de cultivo in vitro, em meio MS,
suplementado com AIB (acido 3-indolbutirico) a 0,2
mg L' e sacarose nas concentragdes de 0, 15, 30,
45e60gL". O pH dos meios de cultivo foi ajustado
para 5,7, e o volume foi padronizado em 20 ml,
contidos em tubos de ensaio de 25 x 150 mm. Antes
da repicagem os tubos contendo os meios de
cultivo foram autoclavados a 121 °C e pressao de
15 lib pol?, durante 15 minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 5 repeticdes. Cada parcela constou
de quatro tubos de ensaio, sendo um explante em
cada tubo, perfazendo um total de 25 unidades
amostrais. Apds cinco semanas em sala de cultivo
foram feitas as determinag¢des conforme SCHMILDT
et al. (1997), avaliando-se o enraizamento, o
crescimento de segmentos nodais, o comprimento da

maior folha, o niumero de raizes por broto, o
comprimento médio das raizes e, a cada 7 dias, a
evolucéo do enraizamento do 142 até o 35° dia ap6s
a inoculagao in vitro.

Os dados das trés primeiras variaveis foram
submetidos a andlise de variéncia. As significancias
das diferencgas entre as médias foram avaliadas pelo
teste de regressao, pelo software Genes (CRUZ,
2001). Para essas trés variaveis fez-se também
medida da associagdo entre si pela correlagdo de
Pearson. As demais variaveis foram avaliadas pela
estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracéo de sacarose que promoveu o
méaximo enraizamento de segmentos nodais foi de
25,45 g L', proporcionando um percentual de
enraizamento de 44,7% (Figura 1). Nas concentragdes
de 45 e 60 g L' os percentuais de enraizamento foram
de aproximadamente 19 e 6%, respectivamente,
enquanto que na auséncia de sacarose o percentual
de enraizamento foi de 23%.
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FIGURA 1 — Percentagem de enraizamento de segmentos nodais de mamoeiro ‘Tainung 01’ em meio MS contendo diferentes

concentracdes de sacarose.

DREW e MILLER (1989) obtiveram baixo
enraizamento in vitro em mamoeiro na auséncia de
sacarose. LOVELL et al. (1972) sugeriram que
concentragdo de carbono acima ou abaixo das
concentragdes 6timas nos explantes pode inibir a
formagao de raizes adventicias. CALVETE et al. (2002)
observaram que na auséncia de sacarose, na fase de
enraizamento in vitro, em morangueiro, ndo houve

desenvolvimento de raizes, sendo que plantas
produzidas na concentragao de 45 g L' apresentaram
maior enraizamento.

As concentragbes de sacarose que
corresponderam ao maximo crescimento de segmentos
nodais e da maior folha foram de 28,9gL'e29,4gL",
respectivamente (Figura 2). O comprimento médio das
raizes também seguiu essa tendéncia promovendo o
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crescimento das raizes, com comprimentos 0,45e 60 gL' ocomprimento médio das raizes
médios em torno de 1 cm, nas concentragdes foi proximo de 0,4; 0,7 e 0,6 cm, respectivamente
de 15 e de 30 g L, enquanto que nos niveis de (Figura 3).
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FIGURA 2 - Crescimento de segmentos nodais (CR) e comprimento da maior folha (CMF) de mamoeiro ‘Tainung 01’ em meio MS
contendo diferentes concentragdes de sacarose.
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FIGURA 3 — Comprimento médio de raizes formadas em segmentos nodais de mamoeiro ‘Tainung 01’ em meio MS contendo diferentes
concentragdes de sacarose. As barras verticais representam o erro padréo da média.
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Os calculos das correlagdes de Pearson entre
essas variaveis e os crescimentos radiculares
resultaram em valores relativamente altos, sendo de
87,37% entre enraizamento e crescimento de
segmentos nodais, de 76,44% entre enraizamento e
comprimento da maior folha e de 97,12% entre
crescimento de segmentos nodais e comprimento da
maior folha. De acordo com esses resultados verificou-
se padrao semelhante das curvas de respostas para
essas trés variaveis em relagao aos niveis de sacarose
no meio de enraizamento.

Na auséncia de sacarose as folhas
apresentaram-se aclorofiladas evidenciando a
necessidade de adigao de sacarose no meio de cultivo
in vitro na fase de enraizamento de explantes de
mamoeiro. Sabe-se que a formagao de raizes requer
energia, oriunda da fotossintese ou de outra fonte.
Segundo GRATTAPAGLIA e MACHADO (1998), uma
fonte exégena de carboidratos é indispensavel a
rizogénese in vitro, sendo que adi¢cdes de sacarose
no meio de cultivo em concentragées menores de 20
g L' podem causar clorose generalizada da cultura.
Em contraposicao, adicoes de sacarose no meio de
cultivo em concentragdes acima de 40 g L' podem
causar desidratagao dos tecidos e levar a deterioragao
das culturas.

De fato, nos niveis de 45 e 60 g L' de sacarose
no meio de cultivo observou-se coloragao deteriorada
dos segmentos nodais, variando de amarela a
castanha. Isto pode ser explicado pelo decréscimo
excessivo do potencial hidrico do meio de cultivo,
conforme descrito por GRATAPAGLIA e MACHADO
(1998), com valores de potenciais osmoéticos de -0,300
e -0,461 MPa, respectivamente. CAPELLADES et al.
(1991) e HDIDER e DESJARDINS (1994) sugerem
ainda que in vitro ndo hé atividade fotossintética em
presenca de altas concentragdes de sacarose, devido
ao acumulo de amido ou a inibigdo da enzima Rubisco.
Reducdes nas taxas fotossintéticas em decorréncia
do acumulo de amido nas folhas de cafeeiro foram

demonstradas por DA MATTA et al. (1997).

Em funcédo dos resultados alcangados,
demonstrou-se a importancia da adigdo de sacarose
no meio de cultivo in vitro de mamoeiro em
concentragdes adequadas, de modo a garantir o
crescimento, o desenvolvimento e a diferenciagao dos
tecidos.

Os tecidos vegetais sdo capazes de
fotossintetizar in vitro, com taxas varidveis conforme
a espécie, sendo imprescindivel estabelecer os niveis
adequados de agucares exégenos no meio de cultivo
para cada tipo de planta (GEORGE e SHERRINGTON,
1984). GROUT, citado por CALVETE et al. (2002)
agrupou as plantas com relagdo a capacidade
fotossintética em duas classes: na primeira, foram
agrupadas as plantas cujas folhas formadas in vitro
nao desenvolvem capacidade fotossintética, se
crescem em meio contendo sacarose, sendo
chamadas heterotréficas e mixotroficas; na segunda
classe foram agrupadas as plantas adaptadas a
condi¢des autotréficas in vitro, as quais podem
sintetizar significativamente apesar das condi¢des
artificiais de cultivo. Com base nas coloragbes dos
explantes de mamoeiro, nas condi¢bes de estudo,
estes aparentemente apresentaram baixas taxas
fotossintéticas, respondendo como plantas
heterotroficas.

O nimero médio de raizes formadas nos
segmentos nodais foi muito préximo nos niveis 15,
30 e 0 g L' de sacarose, com valores de 3,35; 2,87 e
de 2,75 raizes por ramo, respectivamente (Figura 4).
Ja as concentragdes de sacarose de 45 e 60 g L’
promoveram menores emissées de raizes formando,
respectivamente, 1,80 e 2,01 raizes por ramo. A
emissao de raizes pelos niveis mais altos de sacarose
poderia ser explicada pela redugdo do potencial
osmotico do meio de cultivo, causando distirbios no
metabolismo, decorrentes da deficiéncia hidrica,
resultando em menor crescimento das plantas
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).
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FIGURA 4— Numero de raizes formadas em segmentos nodais de mamoeiro ‘Tainung 01’ em meio MS contendo diferentes
concentragdes de sacarose. As barras verticais representam o erro padrdo da média.
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Pela evolucédo do tempo de enraizamento
verifica-se que na auséncia de sacarose as
raizes sé foram observadas a partir do 21° dia
apés inoculagdo dos ramos, mantendo-se em
baixos percentuais de enraizamento até ao final
do experimento (Figura 5). Esses resultados
estao de acordo com os obtidos para 0 mamoeiro
por outros pesquisadores (DREW e MILLER,
1989; FITCH et al., 2003). DREW e MILLER
(1989) observaram baixos niveis de
enraizamento na auséncia de sacarose. FITCH
et al. (2003) notaram que na auséncia de

sacarose 0 enraizamento ocorreu tardiamente,
somente ap6s 1 a 2 meses da inoculagdo. No
presente estudo, acompanhou-se a evolugao do
crescimento das raizes até ao 35° dia, e um
tempo além deste nao se justificaria, visto que
na auséncia de sacarose, os segmentos nodais
ja se apresentavam aclorofilados nessa ocasido.
Em contraste, aos 14 dias apés a inoculagéo,
maiores percentuais dos segmentos nodais
haviam enraizado nas concentragbes de
sacarose 15 e de 30 g L', e em menores
percentuais nos niveis de 45 e de 60 g L.
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FIGURA 5 - Evolugéo do percentual de enraizamento de segmentos nodais de mamoeiro ‘Tainung 01’ durante o tempo de incubagéo
em meio MS contendo diferentes concentragdes de sacarose (0, 15,30,45e60gL").

CONCLUSAO

Concentragdes de sacarose no meio de cultivo

entre 15 e 30 g L' promovem um melhor enraizamento
in vitro de explantes de mamoeiro ‘Tainung 01’.
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