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Resumo

O mama@o é vital na fruticultura comercial do Brasil, com destague econémico e potencial medicinal. A
multiplicacé@o in vitro foi explorada devido aos desafios agrondmicos e genéticos da manipulacéo
tradicional. Objetivou-se com esse trabalho desenvolver protocolo de desinfestacdo eficiente para
apices caulinares de plantas adultas para micropropagacao dos cultivares de mamoeiro Alianga, THB,
Calimosa e T2. O estudo foi dividido em dois experimentos, o primeiro com dez tratamentos, em que
apices caulinares de plantas adultas foram submetidos aos tratamentos de desinfestacédo e no segundo
testou-se quatro cultivares no tratamento de desinfestagdo mais eficiente obtido no primeiro
experimento. No experimento 1, o pré-tratamento com Across® 2 mL L* foi eficiente no controle de
fungos e bactérias e, oxidacdo de &pices caulinares. No experimento 2, a cultivar Alianca obteve a
menor média de contaminacao (23%), mas com alta taxa de oxidacdo. Na cultivar Calimosa, a taxa de
oxidacgdo foi nula. Destacou-se que o método de pré-tratamento foi viavel para a desinfestacgao in vitro
de apices caulinares, embora tenha variado entre as cultivares.

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Mamoeiro. Contaminacédo. Oxidacéo.
Area do Conhecimento: Engenharia Agrondmica — Agronomia.
Introducéo

O mamao é fruto do mamoeiro, espécie Carica papaya Linnaeus (CHAVEZ-PESQUEIRA; NUNEZ-
FARFAN, 2017). No Brasil, 0 mamoeiro é uma das culturas mais importantes da fruticultura comercial,
destacando-se como um dos principais produtores e exportadores mundiais do fruto (EMBRAPA, 2019;
FAOSTAT, 2021; IBGE, 2021; TRIDGE, 2021).

O interesse sobre a producgédo nacional e mundial de mamé&o tem se destacado para além do setor
agroindustrial alimenticio, devido as possibilidades cientificas de aplicagbes farmacoldgicas e
medicinais de compostos fitoquimicos obtidos a partir da planta e do fruto (VENTURINI et al., 2012;
BOSHRA; TAJUL, 2013; DIAS et al., 2015; BARROSO et al.,, 2016; PRASETYA et al., 2018;
CARVALHO et al., 2020).

A propagacao do mamoeiro em plantios comerciais tem sido realizada por meio de sementes, porém
induz a ocorréncia de variagBes genéticas indesejaveis nas suas descendéncias devido a polinizacéo
livre (DREW, 1987; COSTA; PACOVA, 2003). Outro problema verificado é a necessidade de se colocar
de duas a trés mudas por cova, tendo que fazer o desbaste das plantas ap6és o inicio do florescimento,
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em torno de trés a quatro meses apés o plantio, quando se torna possivel a identificagdo do sexo das
plantas, deixando uma planta por cova, preferencialmente plantas hermafroditas, devido ao fruto desta
apresentar bom padréo comercial (COSTA et al., 2003).

Considerando os problemas da cultura, a multiplicacdo in vitro seria alternativa econémica para a
propagacdo do mamoeiro. Metodologias tém sido descritas, para a cultura de apices caulinares e
gemas laterais de plantas adultas (WINNAAR, 1988; REUVENI; SHLESINGER; LAVI, 1990;
DREW,1992).

Objetivou-se com esse trabalho desenvolver protocolo de desinfestacdo eficiente para apices
caulinares de plantas adultas para a micropropaga¢édo do mamoeiro cultivares Alianca, THB, Calimosa
eT2.

Metodologia

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV), situado no
Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira, que faz parte do Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES), Jerénimo Monteiro, Espirito
Santo.

Foram utilizados apices caulinares provenientes de plantas adultas da cultivar Alianga (grupo solo) no
experimento 1 e no experimento 2: Calimosa (grupo formosa), Alianga (grupo solo), THB (grupo solo),
e T2 (grupo formosa), cultivadas em ambiente protegido, na casa de vegetacdo da UFES, Jerdnimo
Monteiro.

As plantas adultas de mamoeiro, das quais os explantes foram extraidos, foram submetidas ao
processo de germinacdo no LCTV. Elas foram semeadas em papel germitest e mantidas sob condi¢bes
controladas em uma incubadora de demanda bioquimica de oxigénio (BOD), com temperatura
constante de 20°C a 30°C, por um periodo de 60 dias. Esse periodo de incubacdo preparou as mudas
para posterior transplante na casa de cultivo. Nesse ambiente protegido, as mudas foram plantadas
para bombonas, contendo substrato comercial e irrigadas manualmente até alcancarem a fase de
florescimento. Em seguida, foi possivel fazer a sexagem, selecionando apenas as plantas
hermafroditas para corte apical induzindo o crescimento de brotos apicais sendo o material de interesse
para o experimento. Esses 4pices caulinares foram coletados e colocados em sacola plastica e
encaminhados para o LCTV, onde foram lavados em agua corrente e detergente neutro e em seguida
lavados com agua destilada e transferidos para os respectivos frascos (Figura 1).

Figura 1 — (A) Apices caulinares de mamoeiro das cultivares Alianca e T2, e (B) cultivares THB e Calimosa,
respectivamente.

A)
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Barra de escala: 1cm. Fonte: Os autores.

Na camara de fluxo laminar, a desinfestagé&o foi feita com a imers&o dos apices caulinares por 1 min
em alcool 70%, 20 min em hipoclorito de sodio (2,5% de NaClO ativo, Candura®), seguido de triplice
lavagem em agua destilada e autoclavada e, 8 h em cloridrato de ciprofloxacino 3 g L, em agitacdo
constante. O estudo foi dividido em dois experimentos, o primeiro com dez tratamentos (T), nos quais,
T1 e T2 passaram por pré-tratamento com pulverizagdo das plantas com Across® 2 mL L1, vedadas
com sacola plastica e mantidas por 24 horas antes da retirada dos explantes. Os tratamentos foram:
T1. pré tratamento + 30 min em Across 2 mL L; T2. Pré-tratamento + 10 min em H202 40V + 30 min
em Across 2 mL L; T3. 30 min em Across 2 mL L%; T4. 10 min em H202 40V + 30 min em Across 2
mL L%; T5. 30 min em (Priori 2 mL L™ + Cercobin 30 mL L + Isatolonil 3 mL L1); T6. 10 min em H202
40V + 30 min em (Priori 2 mL L + Cercobin 30 mL L + Isatolonil 3 mL L%); T7. 10 min H202 40V + 30
min em Across 6 mL L%; T8. 30 min em Across 6 mL/L; T9. 20 min em NaOCI 2,5 %; e T10. 10 min em
NaOCI 2,5 % + 10 min em H202 40V + 10 minutos em Across 2 mL L. Todos os tratamentos
mantiveram-se com residuo. O segundo experimento, foi feito por meio do mesmo processo de
desinfestacdo descrito anteriormente para T1 do experimento 1, porém, aplicado em quatro cultivares
distintas: Calimosa (grupo formosa), Alianca (grupo solo), THB (grupo solo), e T2 (grupo formosa).

ApoOs a desinfestagdo, o material foi transferido para tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Sigma-Aldrich®), ao qual foram adicionados 30 g L de
sacarose (Dinamica®), 0,1 g L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®), 5,5 g L* de agar (Kasvi®) e o pH
ajustado para 5,7 + 0,1. Em seguida, os tubos com os meios de cultura foram esterilizados em autoclave
a 121 °C e 1,5 atm por 20 minutos, antes da transferéncia do material vegetal. Os tubos de ensaio com
os explantes foram mantidos em uma sala de crescimento com intensidade luminosa de 60 pmol m2 s-
!, fotoperiodo de 8/16 horas e temperatura de 27 + 2 °C.

Apébs 21 dias, registrou-se a quantidade de explantes afetados por contaminacdo e oxidacéo,
procedeu-se ao célculo da taxa de contaminacé@o e oxidacao identificando assim o tratamento mais
eficaz. Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticcbes de dez tubos cada, totalizando 40 tubos/explante por tratamento. Os dados seguem
distribuicdo normal pelo teste de Lilliefors e posteriormente submetidos a analise de variancia e teste
de Tukey (p<0,05), com auxilio do software R (R CORE TEAM, 2023).

Resultados

Com base nas andlises feitas no experimento 1, o T1 e T2, obtiveram 20 e 10% de contaminacao
bacteriana, respectivamente. Os demais tratamentos ndo apresentaram sinais de contaminacao por
bactéria (Tabela 1). No entanto, T1 e T2 ndo apresentaram sinais de contaminag¢do fungica,
diferenciando estatisticamente dos demais. A taxa de oxidacdo do T1, T2, T3, T5, T6 e T8 foi nula, e
T9 foi significativamente maior que as demais (80%) (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de contaminacao por bactérias e fungos e, de oxidagdo de apices caulinares da cultivar
de mamoeiro Alianga
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Tratamento Bactéria Fungo  Oxidagao
(%) (%) (%0)
T1 Pré-tratamento + Across 2 mL L 20,00at 0,00 h 0,00 e
T2 Pré-tratamento + H202 40V + Across 2 mL L1 10,00 b 0,00 h 0,00 e
T3 Across2mL L? 0,00c 50,00c 0,00 e
T4 H202 40V + Across 2 mL L2 0,00 c 18,18 f 36,36 b
T5 Priori 2 mL L't + Cercobin 30 mL L + Isatolonil 3 mL L? 0,00 ¢ 100 a 0,00 e
T6 H202 40V + Priori 2 mL L + Cercobin 30 mL L + Isatolonil 3 mL L 0,00 ¢ 100 a 0,00 e
T7 H20240V + Across 6 mL L1 0,00c 36,36¢€ 18,18 ¢
T8 Across 6 mL L! 0,00c 5555b 0,00 e
T9 NaOCl25% 0,00 c 10,00 g 80,00 a
T10 NaOCI 2,5 % + H202 40V + Across 2 mL L1 0,00 c 40,00 d 10,00 d

1IMédias ndo seguidas pela mesma letra na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Os
autores.

Com base nas andlises feitas no experimento 2, a taxa de contaminag¢&o foi menor na cultivar
Alianca (23%), diferenciando estatisticamente das demais cultivares testadas, que obtiveram taxa de
contaminacgdo préximo de 40% (Figura 2). A taxa de oxidacdo foi nula nos explantes da cultivar
Calimosa (Figura 3), diferenciando estatisticamente das demais cultivares, que obtiveram 5% de
oxidacao no T2, 20% no THB e 55% no Alianca (Figura 2).

Figura 2. Porcentagem de contaminacao e oxidagdo em &pices caulinares das diferentesquatro cultivares de
mamoeiro.
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IMédias nado seguidas pela mesma letra diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: Os autores.

Figura 3 — Apice caulinar de mamoeiro, cultivar Calimosa, sem contaminacéo e oxidacao, apés 21 dias de
estabelecimento.
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Barra de escala: 1 cm. Fonte: Os autores.
Discusséao

Com base nas explicagbes derivadas do Experimento 1, recomendou-se claramente que o0s
métodos de pré-tratamento adotados nos grupos T1 e T2 demonstraram ser eficazes na prevencao da
contaminacéo fungica nos apices caulinares das plantas de mamoeiro. Em contrapartida, os grupos T5
e T6, nos quais foram utilizados os fungicidas Cercobin, Priori e Isatolonil, ndo apresentaram resultados
tdo promissores em termos de controle de contaminacao.

Notavelmente, os explantes submetidos aos tratamentos T1 e T2 exibiram taxas benéficas inferiores
de contaminacéo, registrando apenas 20% e 10% de indices, respectivamente. Isso contrasta com 0s
indices de contaminacédo de 24% e 28% observados em um estudo anterior conduzido por Vidal em
2015, embora tenha utilizado explantes de uma cultivar diferente (Tainung 01) e empregou fungicidas
distintos, como Rifampicina e Agrimicina.

Essas descobertas sugerem que a escolha especifica do tratamento e dos agentes antifingicos
desempenha um papel critico no sucesso da descontaminagdo dos explantes de mamoeiro, com
implicacdes significativas para futuras estratégias de micropropagacao.

No experimento 2, o método utilizado proporcionou efeito significativo para contaminacéo entre as
cultivares, com Calimosa, THB e T2 diferenciando-se da cultivar Alianca, que estatisticamente
apresentou a menor taxa de contaminacgdo, porém, com maior oxidagdo, que pode ser consequéncia
de problemas no processo de cultivo, danos mecéanicos durante a conducgdo ou sensibilidade do
genodtipo em especifico. Para reduzir a taxa de explantes oxidados, pode ser empregadas medidas
como o uso de técnicas assépticas menos rigorosas, emprego de antioxidantes no meio de cultura e
otimizacdo das condic¢des de cultivo.

Concluséo

No experimento 1, o pré-tratamento com Across® 2 mL L * foi eficaz no controle de fungos e bactérias
e oxidacao no cultivo in vitro de apices caulinares de plantas adultas de mamoeiro. No experimento 2,
a cultivar Alianca obteve a menor média de contaminacéo (23%), mas com alta taxa de oxidacao.
Enquanto na cultivar Calimosa, a taxa de oxida¢&o foi nula.
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