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Resumo - A cultura de tecidos tem auxiliado bastante no melhoramento genético e na propagagé@o de materiais
resistentes a pragas e doencas. Com o objetivo de estudar a descontaminagdo, germinacdo e as respostas
morfogenéticasinduzidas em explantes de mamoeiro (Carica papaya L .) por diferentes reguladoresvegetais, dois
experimentos foram conduzidos em laboratorio, utilizando como fonte de explante, plantulas oriundas de sementes
germinadasin vitro. No primeiro experimento avaliaram-se tratamentos parareduzir a contaminagéo por fungose
bactérias nas sementes. No segundo experimento, avaliou-se a germinacdo de sementes e embriSes em meios de
cultura suplementados com diferentes reguladores vegetais (NAA, BAP e TDZ) na concentragéo de 1 M. Poste-
riormente, observaram-se as respostas morfogenéticasin vitro de diferentes fontes de explante (sementesintactas
e embrides imaturos) pelos reguladores vegetais. Os resultados obtidos permitiram verificar que a escarificagéo
mecéni ca das sementes, seguido de imerséo por dez minutos em &cido sulfurico (H,SO,), depois mais dez minutos
em acool (70%) acrescido de 23 gotas de Tween 80, seguido daimersdo por 20 minutos em hipoclorito de calcio
(Ca0Cl) a 20%, lavadas cinco vezes em agua estéril e armazenadas durante 19 dias em freezer, proporcionou a
menor percentagem de contaminacdo das sementes. Os melhores resultados para germinagdo e respostas
morfogenéticas dos explantes foram al cangadas com os embriBes cultivados em meio de culturasuplementado com
thidiazuron (TDZ), obtendo como respostas, cal os fridveis em grandes quantidades e vérios brotos regenerados de
tamanhos pequenos e incontaveis.

Termos para indexacgéo: Carica papaya L., reguladores vegetais, cultura de tecidos.

Abstract - The tissue culture has assisted enough in genetic improvement and propagation of materials that
offered resistance to pest and disease. This work aimed to study the descontamination, germination and types of
morphogenetic responsesinduced in different explants of papaya (Carica papaya L .) by different plant regulators.
Two experimentswereled in [aboratory, using as source of explant: seedlingsfromin vitro germination. Thefirst
experiment evaluated different treatments to reduce the contamination by fungus and bacteria. The second one
evaluated the germination of seedsand embryosin culture environment supplemented with different plant regulators
(NAA,BAPand TDZ) at 11M. Later it was observed the behavior and the morphogenetic responses of differents
explants (intact seeds and immature embryos) by plant regulators. The results indicated that the scarification of
seeds, thenten minutesinimmersion in H,SO,, ten minutesin alcohol 70% with 23 beads of Tween 80, 20 minutes
in CaOCIl 20% and five timesin sterile water during 19 days in freezer, presented the lowest percentage of seeds
contamination. The best resultsfor germination were obtained with embryosin culture environment supplemented
with TDZ. It was observed friable calluses in large quantity and regenerated microshoots countless.

Index terms; Carica papaya L., plant regulators, tissue culture.
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Avaliacdo da descontaminagdo, germinacdo e respostas morfogenéticas do mamao cultivado in vitro (Carica papaya L.)

| ntroducéo

O mamoeiro (Carica papaya L .) pode ser propagado
por meio de sementes, estacas e enxertia. A utilizagdo de
sementes € o método mais utilizado, embora apresentem
plantios desuniformes, devido a presenca de dorméncia
nas sementes e aparecimento de plantas susceptiveis a
doencas. Essas caracteristicas, citadas anteriormente, limitam
bastante o desenvolvimento do mamoeiro (Borges, 2002).

Dentre os fatores responsaveis pela dorméncia
podemos citar a presenca de embri&o imaturo, presencade
inibidores em diferentes regiGes da semente, tegumento
impermeavel a dgua e a gases e tegumento, conferindo
resisténciafisicaao desenvolvimento do embri&o (Bewley
& Black, 1994; Hilhorst, 1995); a causa mais comum € a
impermeabilidade do tegumento adgua(Anténioet d., 1985).
Alguns métodos sdo utilizados paraestimular agerminacéo
das sementes, dentre €l es, aescarificacao acida, escarificacao
mecanica, resfriamento répido, uso de alguns quimicoscomo
GA,eKNO, (Castroet al., 1999), dentre outros.

Quanto aos métodos comerciais de multiplicacéo
vegetativa do mamoeiro, existe uma caréncia muito grande
para atender a demanda dos produtores. Além das técnicas
convencionais do melhoramento genético do mamoeiro, a
engenharia genética tem dado énfase a procura de materiais
resistentesavirus, principamenteo PRSV (virusdamancha-
andar), que causasériosprejuizosao produtor (Borges, 2002).

Nesse contexto, a cultura de tecidos tem sido uma
técnica auxiliar valiosa para a clonagem de genétipos
superiores e paraacel erar os programas de melhoramento
genético; Sugere-se, inclusive, que sgjam utilizadas outras
metodol ogias adaptadas aos cultivares exploradas no
Nordeste brasileiro, que tém comportamento diferenciado
de cultivares de outrasregifes, tanto in vivo comoin vitro.

Dentro daculturadetecidos, varios protocol osforam
desenvolvidos paraa produgéo de embrides somaticosem
altafrequéncia, apartir de diferentestipos de explantes de
mamoeiro: tegumentos de sementesimaturas (Monmarson
etal., 1995), raizes (Cabrera-Ponceet al., 1996), hipocatilos
(Fitch, 1993), embriSes zigéticosimaturos (Cai et al., 1999;
Bhattacharyaet a ., 2002) e 6vulos (Tokumoto et al., 2000).

Ostecidosem culturain vitro necessitam dapresenca
de reguladores vegetais. A natureza dos hormoénios e as
combinagdes dependem do padréo de desenvolvimento
de explante (Torres et a., 1998). Segundo Bhattacharya e
Khuspe (2001), a condi¢é@o de germinagéo in vitro de
sementes de varias cultivares de mamao, proporcionou
resultados satisfatorios quando se utilizou o thidiazuron
(TDZ) no meio de cultivo.

O potencial organogenético ou embriogenético é
grandementerel acionado ao tipo de explante, aseu estadio de
desenvolvimento e as suas reacdes no meio de cultura. Por
iS50, aescolhado explante apropriado é de grande importan-
cia, démdoregulador vegetd utilizado nomeio (Borges, 2002).

Portanto, os objetivos do trabal ho foram estudar a
descontaminac&o, a germinacg&o e os tipos de respostas
morfogenéticas induzidas em explantes de mamoeiro por
diferentes reguladores vegetais.

M aterial e M éodos

A pesquisafoi efetuada de abril aagosto de 2002,
no Laboratério de Culturade Tecidos Vegetais do Depar-
tamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza-CE, Brasil.

O material utilizado como fonte de explante parao
estudo de respostas morfogenéticas de mamoeiro foi obtido
a partir de plantulas oriundas de sementes germinadas
assepticamentein vitro. Assementes de mamao utilizadas
neste experimento foram da variedade Havai, comer-
cializadas naregido. Para os testes de germinacao utiliza-
ram-se sementes e embriBesimaturos.

Experimento|: Efeito detratamentos dedescontamina-
¢ao nassementesde mamoeir o (Carica papayal.)

Antes da aplicacdo dos tratamentos, as sementes
foram lavadas em &gua corrente por dez minutos eretiradas
as suas mucilagens. Apos a remocédo completa da
mucilagem, as sementes foram novamente lavadas com
detergente comercial por cinco minutos e, em seguida,
foram imersas em hipoclorito de sodio a 2% (v/v) por um
minuto e enxaguadas em agua corrente. As sementes fo-
ram submetidas a cinco tratamentos de descontaminac&o
realizadas dentro dacémaradefluxo laminar. Abaixo estéo
relacionados os tratamentos de descontaminagéo (D):

T, - cortes laterais na casca da semente + 16 horas de
embebi¢do em &gua+ 5 minutosem & cool (70%) + 20
minutos em solucéo de hipoclorito de sddio (NaOCl)
a2% + 3 vezeslavadas em agua estéril;

T,- sem cortes na casca da semente + 16 horas de
embebicdo em gua+ 8 minutosem acool (70%) + 20
gotas de Tween 80 + 25 minutos em solucéo de
hipoclorito de sodio (NaOCl) a2% + 3 vezeslavadas
em aguaestéril;

T,- escarificagdo mecénica + 10 minutos de imersdo em
acido sulfurico (1%) + 16 horas de embebicdo em &gua
+ 10 minutos em d cool (70%) + 23 gotas de Tween 80
+ 20 minutos em solucdo de hipoclorito de célcio
(CaOCl) a20% + 5 vezeslavadas em agua estéril;
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T, - escarificagdo mecanica+ 10 minutos deimersao em &ci-
do sulfurico (1%) + 16 horasde embebicdo em &gua+ 10
minutos em & cool (70%) + 23 gotas de Tween 80 + 20
minutos em solucdo de hipoclorito de célcio (CaOCl) a
20% + 5 vezes|avadas em éguaestéril + armazenamento
por 6 diasem freezer;

T, - escarificagdio mecanica+ 10 minutosdeimersdo em &ci-
do sulfurico (1%) + 16 horasde embebicdo em &gua+ 10
minutos em & cool (70%) + 23 gotas de Tween 80 + 20
minutos em solucdo de hipoclorito de célcio (CaOCl) a
20% + 5 vezes|avadas em éguaestéril + armazenamento
por 19 diasem freezer.

Apobs a descontaminacgdo, as sementes foram colo-
cadas paragerminar em placas de Petri, contendo 20 mL de
meio deculturaM S (Murashige e Skoog, 1962), solidificado
com 0,4% (p/v) de agar e suplementado com 10 pM de
thidiazuron (TDZ). O pH foi gjustado para’5,7+ 0,1 e, em
seguida, submetido aesterilizacdo em autoclave com pres-
sdo de 1,5 atm e temperatura de 120° C por 15 minutos.
Ap6s ainoculagdo, os explantes foram mantidos no escu-
roa26°C + 2°C, por um periodo de sete dias, visando dimi-
nuir a oxidagdo fendlica. Aos sete dias de cultivo, os
explantes foram mantidos em sala de crescimento com 16
horas de fotoperiodo, temperatura de 26°C + 2°C e
luminosidade de 2.500 lux. Asculturasforam avaliadas se-
manal mente, durante os primeiros 15 dias de cultivo quanto
apercentagem de contaminacdo (%C).

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e trés repeticoes. Cada
unidade experimental foi constituidade umaplacade Petri,
contendo cinco sementes. Os dados referentes a contami-
nacao total foram submetidos aandlise de variancia (teste
F) e acomparagao de médias pelo teste Tukey a 1% de
probabilidade. Os dados obtidos em percentagem foram
transformados em arco seno daraiz quadrada de x/100,
onde x é o percentual obtido.

Experimento 11: Avaliacdo da germinacéo e respostas
morfogenéticasin vitrodemamoeiro (Carica papayal. .)

Para descontaminacdo das sementes utilizou-se o
tratamento cinco (escarificagdo mecénica+ 10 minutosde
imersdo em &acido sulfarico (1%) + 16 horas de embebicéo
em agua+ 10 minutosem alcool (70%) + 23 gotas de Tween
80 + 20 minutos em solugdo de CaOCl (20%) + 5 vezes
lavadas em agua estéril + armazenamento por 19 dias em
freezer) do experimento anterior. A pds adescontaminacao,
prepararam-se os explantesem camarade fluxo laminar, com
a gjuda de bisturi, fazendo cortes verticais na sarcotesta
paraaretiradado embri&o imaturo. Apdsaexcisio asséptica
do embri&o, o mesmo foi colocado paragerminar em placas

dePetri contendo 10 mL demeio de cultura. Como explantes,
utilizou-se sementesintactas e embriGesimaturos.

O meio de cultura utilizado nas placas de Petri
paraagerminacdo foi o MS, solidificado com 0,4% (p/v)
de &gar. Foram acrescidos ao meio de cultura os trata-
mentos com os reguladores vegetais NAA (acido
naftalenoacético), BAP (benzilaminopurina) e TDZ
(thidiazuron) na concentragéo de 1 pM.

O pH foi gjustado para 5,7 = 0,1 e, em seguida,
submetido a esterilizagdo em autoclave com pressao de
1,5 atm e temperatura de 120° C por 15 minutos. Os
explantes foram mantidos em sala de crescimento com 16
horas de fotoperiodo, temperatura de 26°C + 2°C e
luminosidade de 2.500 [ux. ApGsagerminacdo dosexplantes,
0s mesmos foram transferidos para tubo de ensaio con-
tendo 10 mL de meio de cultura MS, solidificado com
0,4% (p/v) de agar e suplementado com 8,87 uM de BAP
para o desenvolvimento das pléantulas.

AsavaliacOes foram feitas semanal mente até os 90
diasde cultivo e asvariaveis observadasforam: percentagem
de germinacéo, rendimento de explantes com cal osfriaveis
e rendimento de explantes com brotos incontaveis.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquemafatorial 2 x 4 (2 explantese 3
reguladores vegetais e sem regulador vegetal) etrés re-
peticBes. Cada unidade experimental foi constituida de
uma placa de Petri contendo cinco explantes.

Os dados coletados foram submetidos a andlise
de variancia (teste F) e a comparagdo de médias pelo
teste Tukey a 1% de probabilidade. Os dados obtidos
em percentagem foram transformados em arco seno da
raiz quadrada de x/100, onde x é o percentual obtido.

Resultados e Discussao

Experimento |: Efeito de tratamentos de
descontaminac&o nas sementes de mamoeiro (Carica
papayaL.)

Verifica-se na Tabela 1 que houve diferenca entre
os cinco tratamentos de descontaminagéo pel o teste Tukey
al1%. Otratamento 5 proporcionou amenor taxade contami-
nagéo (20,7%). Portanto, este tratamento foi selecionado para
a descontaminagéo do experimento seguinte.

As dltas taxas de contaminagdo observadas nos
tratamentos 1 e 2 resultaram em parte da dificuldade de
desinfestar as sementes devido a presenca da sarcotesta.
Ja nos tratamentos 3, 4 e 5, a escarificagdo mecanica,
juntamente com aimersao em &cido sulfrico das sementes,
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Tabela 1 - Percentagem de contaminagéo (C) de Carica papaya L., aos 15 diasde cultivoin vitroem meio MS com 10 uM

dethidiazuron. Fortaleza-CE, Brasil, 2002.

Tratamentos C(%)
T, (cortes|laterais na casca da semente+16h embebi c&o em agua+5 minutos acool 70% +

20 minutos NaOCI 2 %+3x lavadas agua estéril) 100,0a
T, (sem cortes na casca da semente+16h embebi ¢&o em agua +8 minutos a cool 70% +

20gts Tween 80+25 minutos NaOCl 2 %+3x &guaestéril) 733 b
T, (escarificagéo mecanica+10 minutosimers3o ac. sulfurico (1%)+16h embebicéo em agua+ 10 agua+10 min

agua+ 10 minutosa cool 70%+23gts Tween 80+20 minutos CaOCl 20%+5x aguaestéril) 50,0 c
T, (escarificagéo mecénica+10 minutosimersdo ac. sulfurico (1%)+16h embebicdo + 10 min.

minutos élcool 70%+23gts Tween 80+20 minutos CaOCl 20%+5x dguaestéril) 50,0 c
T, (escarificagéo mecénica-+10 minutosimersio ac. sulfurico (1%)+16h embebicéio em

agua+ 10 minutos dcool 70%+23gts Tween 80+20 minutos CaOCl 20%-+5x agua estéril+armazenamento

estéril + armazenamento por 6 diasem freezer). 46,6 ¢
T, (escarificagdo mecanica+10 minutosimersdo ac. sulfurico (1%)+16h embebicdo emmin.

em agua+ 10 minutos & cool 70%-+23gts Tween 80+20 minutos CaOCl 20%+5x aguanamento

aguaestéril + armazenamento por 19 diasem freezer). 20,7 d
D.M.S(1%) 57
CV (%) 30

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a0 nivel de 1% pelo teste Tukey.

retirou a sarcotesta, facilitando a desinfestac@o das mesmas.
Vale ressaltar que a substitui¢do do hipoclorito de sédio
por hipoclorito de calcio, favoreceu os explantes na
descontaminagao e obteve menor oxidagdo dos mesmos.
Grattapagliae Machado (1998), afirmam que o hipoclorito
de célcio tem avantagem de ser menos toxico aostecidos
do que o hipoclorito de sodio.

Experimento I1: Avaliacdo da germinacéo e respostas
morfogenéticasin vitrodomamoeiro (Carica papayal. .).
Na Tabela 2, pode-se observar que na interagcdo
entre osfatores explante eregulador vegetal, apercentagem
de germinag&o das sementes em NAA néo diferiu estatis-
ticamente da testemunha e dos demai's regul adores vegetais,
cujas percentagens de germinag&o foram nulas. Para os
embrides, todos os reguladores vegetais diferiram da
testemunha, sendo que amaior percentagem de germinacdo
obtidafoi de 73,8% para o embri&o combinado com TDZ,
embora ndo tenham sido observadas diferencas signifi-
cativas entre os reguladores vegetais. Este resultado foi
similar ao percentual de germinagdo (77%) obtido por
Bhattacharya e Kluspe (2001), em embrifes intactos de
mamao cultivadosem meioMScom TDZ.
Observa-setambém naTabela 2, que paraavariavel
calos friaveis, as sementes sd apresentaram respostas
morfogenéticas na presenca de TDZ (3,5) e os embrifes
apresentaram nesta mesma citocinina a maior média de
explantes com calos friaveis (13,0), diferindo dos demais

reguladores vegetais, poiso TDZ é umapotente citocinina
quetem efeito nadivisdo celular em cultivoinvitro. Portanto,
os explantes que obtiveram melhores respostas quanto a
calosfriaveisforam os embrifes napresencade TDZ.

Conforme Guerraet al. (1999), o estadio fisiol6gico
do explante é um fator importante e esta rel acionado com o
nimero de receptores das células responsivas para 0s
reguladoresvegetai s presentesno meio de cultura. Conforme
relatosde Hu e Ferreira (1998), embrides excisadosno estadio
maduro ou préximo a este, s8o quase autotréficos e, em
geral, dependendo da espécie, ndo ha necessidade de
suplementacéo de fonte de energia e os reguladores vegetais
tornam-se dispensaveis. Entretanto, no presente estudo,
ficou claro que éindispensavel autilizagéo de reguladores
vegetais no meio de cultura, principal mente porque 0s
embrides utilizados sdo imaturos.

De modo geral, ainiciagdo de calos é estimulada
apenas pela presenca de auxinano meio de cultura. Entre-
tanto, conformerelatado por Yeoman (1970), o crescimento
de calos em diferentes espécies pode ser independente de
auxina e citocinina, dependente de auxina, dependente de
citocinina ou dependente de ambas.

Dentre os fatores limitantes as respostas
morfogenéticas destacam-se o tipo e o estadio fisioldgico
do explante. Conforme Tisserat (1984), aspameirasparecem
seguir o mesmo comportamento normalmente verificado
para monocotiledéneas, onde a iniciagdo e 0 crescimento
de calos ocorrem apartir de tecidos e 6rgéos derivados de
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Tabela 2 - Percentagem de germinacao, explantes com calos friaveis e explantes com brotos incontaveis de Carica papayalL .,
observados aos 90 dias de cultivo in vitro em meio MS com diferentes reguladores vegetais (NAA, BAP e TDZ) e diferentes

explantes(sementeeembri&o). Fortaleza-CE, Brasil, 2002.

Tratamentos Germinacgo Calosfriaveis Brotos incontaveis
sementes  embrifes sementes embrides sementes embrides
testemunha 0,0aA 0,0 bA 0,0 bA 15 cA 0,0aA 0,0 cA
NAA 51aB 32,3aA 0,0 bA 0,0 cA 0,0aA 0,0 cA
BAP 0,0aB 60,6aA 0,0bB 6,5 bA 0,0aB 50bA
TDZ 0,0aB 73,8aA 3,5aB 13,0aA 15aB 135aA
DMS 1% 32,0 32,0 3,7 3,7 4,5 45
DMS5% 319 319 35 35 4,3 4,3
CV (%) 539 539 35,6 35,6 55,2 55,2

Médias seguidas por letras distintas mintsculas nas colunas e maitsculas nas linhas diferem entre s ao nivel de 1% (linhas) e a 5% (colunas) pelo

teste Tukey.

regibes com alta atividade meristematica. Reynolds e
Murashige (1979) afirmam que amaioriadostrabahoscom
respostas positivas em palmeiras foram obtidos a partir de
tecidos embrionarios.

Segundo Lu (1993), em algumas espécies, 0 TDZ
estimula a divisdo celular e, conseqlientemente, o cresci-
mento de calos dependentes de citocininas. Mok et al.
(1987), relatam que o efeito do TDZ invitro pode ser devido
a sua atuacao direta no sitio de a¢do das citocininas ou a
suainfluéncianabiossintese e metabolismo das citocininas
enddgenas. Entretanto, algumas evidéncias sugerem que
0 TDZ pode ter atividade auxinica ou estar envolvido no
metabolismo dasauxinas (Lu, 1993).

Ainda na Tabela 2, encontram-se as médias de
rendimento de explantes com brotos incontaveis na
interac@o explante e reguladores vegetais. Nas sementes,
0s brotos so destacaram-se na presencado TDZ (1,50-) e
nos embriBes, amaior média(13,50) foi também napresenca
de TDZ, superando a média da semente (1,50). Portanto,
verifica-se que as mel hores respostas morfogenéticas para
brotosincontéveis foram com os embriBes na presencado
TDZ. Carvaho et al. (2000), obtiveram o maior nimero
médio de brotos em Phaseolus vulgarisL. cv. Cariocaem
meio de culturasuplementado com TDZ.

Huetteman e Preece (1993), relataram que aformacgéo
de gemas unidas tem sido reportada em outras espécies de
plantas associadas com o uso do TDZ. Conforme Ibrahim
e Debergh (2001), experimentos preliminares indicaram
claramente que o TDZ teve efeito mais significativo na
inducéo de formagdo de gemas adventicias de rosas do
gqueo BAPeazeatina

A atividade dacitocinina, TDZ, tem sido demonstrada
COMO comparavels ou superiores as citocininas com base
purinica (Thomas e Katterman, 1986). Desde entéo, 0 TDZ

tem sido usado com sucesso em muitos protocol os de cultura
de tecidos de diferentes leguminosas conhecidas por serem
um tanto reca citrantes no processo de regeneragéo in vitro,
emervilhaselentilhas(Malik e Saxena, 1992); em amendoim
(Gill e Saxena, 1992) eemfeijdo comum (Mohamed et d., 1992).
Entretanto, 0 mecanismo pelo qual o TDZ induz respostas
morfogenéticas equivalentes as citocininas purinicas ainda
nao é completamente entendido (Carvaho et al., 2000).

Conclusbes

1 A menor percentagem de contaminagéo € alcancada
utilizando-se o tratamento cinco (escarificagdo mecé-
nica+ 10 minutos deimersdo em &cido sulfurico (1%) +
16 horas de embebi ¢do em &gua + 10 minutos em & cool
(70%) + 23 gotas de Tween 80 + 20 minutos em solucéo
de CaOCI (20%) + 5 vezes lavadas em agua estéril +
armazenamento por 19 diasem freezer);

2. As melhores percentagens de germinacéo obtem-se no
explante embrido napresencade 1 uM de TDZ; e

3. As melhores respostas morfogenéticas de rendimento
deexplantescom calosfriaveiserendimento de explantes
com brotosincontaveis ocorrem no explante embri&o na
presencade 1 uM de TDZ.
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