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SULFATO DE ADENINA NA MULTIPLICACAO IN VITRO DE MAMOEIRO
‘TAINUNG 071’

ADENINE SULFATE ONIN VITRO MULTIPLICATION OF PAPAYA TREE
‘TAINUNG 01

Omar SCHMILDT*
Edilson Romais SCHMILDT?
José Augusto Teixeira do AMARAL®

RESUMO

Mamoeiros originados de sementes provenientes de polinizagéo aberta resultam numa mistura de genétipos com
consideravel variagao em susceptibilidade a doengas e em qualidade e rendimento de frutos. A cultura de tecidos surge como uma
tecnologia viavel para a produgéo de mudas com caracteristicas agrondmicas desejaveis. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
multiplicago in vitro de mamoeiro ‘Tainung 01’ em diferentes niveis de sulfato de adenina (0; 30; 60; 90 e 120 mg L *), em meio de
multiplicacdo MS modificado, associado a retirada ou ndo das folhas de segmentos nodais formados em meio de estabelecimento.
Foram utilizados segmentos nodais de brotagdes laterais de plantas juvenis de mamoeiro ‘Tainung 01' com 14 semanas de idade. Ao
final do quarto subcultivo, avaliou-se o peso da matéria fresca da parte aérea, o nimero de segmentos nodais aptos (> 5 mm) e ndo
aptos (< 5 mm) ao enraizamento, bem como o aspecto visual dos tufos de segmentos nodais. A presenca das folhas,
independentemente dos niveis de sulfato de adenina, propiciou um maior peso da matéria fresca da parte aérea e um maior nimero
de segmentos nodais aptos ao enraizamento. A utilizagao de 30 mg L* de sulfato de adenina no meio de multiplicag&o proporcionou
maiores pesos da matéria fresca e um bom nimero de segmentos nodais, aliado a um 6timo aspecto visual da parte aérea, com
formagédo de segmentos nodais alongados e peciolos longos, apresentando um padréo adequado para o enraizamentoin vitrode
explantes de mamoeiro ‘Tainung 01'.

Palavras-chave: Carica papaya, micropropagacao, cultura de tecidos.

ABSTRACT

Originated papaya trees of seeds coming of open pollination they result in a genotypes mixture with considerable variation
in susceptibility to diseases and in quality and income of fruits. The tissue culture appears as a viable technology for the production
of seedlings with desirable agronomic characteristics. The objective of this work was it of evaluating the multiplication in papaya tree
vitro ‘Tainung 01’ in different levels of adenine sulfate (0; 30; 60; 90 and 120 mg L*), in modified MS multiplication medium, associate
to the retreat or not of the leaves of sprouts formed in establishment medium. Nodal segments of lateral buds of juvenile plants of
papaya tree were used ‘Tainung 01’ with 14 weeks of age. At the end of the fourth subculture, they were evaluated the fresh matter of
the aerial part, the number of capable sprouts (> 5 mm) and no capable (< 5 mm) to the rooting, as well as the visual aspect of the
tufts of sprouts. The presence of the leaves, independently of the levels of adenine sulfate, it propitiated a larger weight of the fresh
matter of the aerial part and a larger number of capable sprouts to the rooting. The use of 30 mg L * of adenine sulfate in the middle
of multiplication provided larger weights of the fresh matter and high number of sprouts, ally to a good visual aspect of the aerial part,
with formation of prolonged sprouts and long petiole, presenting an appropriate pattern for thein vitro rooting of papaya tree ‘Tainung
01’

Key-words: Caricapapaya, micropropagation, tissue culture.
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INTRODUCAO

A propagacao vegetativa in vitro € também
denominada de micropropagacao em virtude do
reduzido tamanho dos propagulos utilizados.
MURASHIGE (1974) dividiu a técnica de propagagao
in vitroemtrés estadios, onde o estadio Il corresponde
a multiplicacao dos propagulos mediante sucessivos
subcultivos em meio proprio para a multiplicagao.
Nesta fase o principal objetivo é produzir o maior
numero de segmentos nodais possivel no menor
espaco de tempo e com o minimo de variagdo de
explante para explante. Além disso, a qualidade e
homogeneidade das partes aéreas produzidas vao
determinar o sucesso na fase seguinte de
enraizamento (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998),
sendo que o tamanho dos segmentos nodais
submetidos ao enraizamento também tem importancia
(SILVA et al., 2006).

O cultivo in vitro de tecidos de mamoeiro
apresenta diversos fatores afetando o sistema, tais
como: tipo de explante, composi¢cao do meio de
cultura, condigdes do cultivo in vitro (ALMEIDA et al.,
2001), além de fatores relacionados ao sexo, clone,
idade da planta, época de coleta dos explantes e
infeccdes sistémicas (OLIVEIRA et al., 1996).

Varios trabalhos realizados com mamoeiro
utilizaram segmentos apicais e gemas laterais para a
obtencgédo de plantas clonais, porém nenhum deles
especifica aretirada ou ndo das folhas da roseta foliar
durante o recultivo dos explantes do meio de
estabelecimento para o meio de multiplicagao. A
presenca ou ndo das folhas pode alterar o balango
hormonal entre auxinas e citocininas, além da
producéo de fotoassimilados, afetando a morfogénese
dos tecidos. Além disso, a auxina e as citocininas
participam naregulacao do ciclo celular pelo controle
da atividade das quinases dependentes de ciclina, a
qual regula o ciclo celular. A biossintese de acido 3-
indolilacético estd associada aos tecidos com rapida
divisao celular, especialmente as partes aéreas como
meristemas apicais, folhas jovens, frutos e sementes
em desenvolvimento (TAIZ e ZEIGER, 2004). A
formacao da raiz, parte aérea e calo em culturas de
tecidos é regulada pela disponibilidade e interacdo
dessas duas classes de reguladores de crescimento
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; TAIZ e
ZEIGER, 2004; THOMAS e SREEJESH, 2004).

As citocininas sdo derivadas da base
nitrogenada adenina, sendo que seus efeitos
fisiolégicos na planta estdo relacionados com a
divisdo, o alongamento, a diferenciacao celular, o
retardamento da senescéncia, adominancia apical,
agerminagéo e aquebra de dorméncia de sementes
(TAIZ e ZEIGER, 2004). A adicdo de adenina naforma
de sulfato de adenina é muito utilizada em meios de
cultura de tecidos vegetais, sendo que seu efeito pode
ser comparado ao de uma citocinina fraca ou ainda
haver uma interagdo com as préprias citocininas no
meio (CALDAS et al., 1998). O sulfato de adenina foi
usado em meio de multiplicagédo de mamoeiro por
COHEN e COOPER (1982), RAJEEVAN e PANDEY
(1983) e por SAHA et al. (2004). Também foi utilizado
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para aumentar a taxa de multiplicagdo in vitro de
bananeira (MENEGUCCI et al., 1983). Segundo
GEORGE e SHERRINGTON (1984), o sulfato de
adenina pode estimular a proliferagédo de segmentos
nodais, principalmente em combinagées com
citocininas.

O trabalho teve por objetivo estudar a
multiplicag¢do in vitro de segmentos nodais de
mamoeiro ‘Tainung 01’, em diferentes niveis de
sulfato de adenina, em meio de multiplicacdo MS
modificada, associado a remogao ou nao das folhas
da roseta foliar formadas em meio de
estabelecimento.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal e em casa de vegetagao do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Espirito Santo, localizado no municipio de Alegre,
Estado do Espirito Santo.

Em casa de vegetacao foram preparadas as
plantas matrizes. A semeadura foi feita em sacolas
de polietileno pretas (15 x 20 cm), contendo substrato
constituido de terrigo, areia e esterco bovino na
proporcao de 3:1:1, respectivamente, acrescido da
mistura A (0,2 kg de sulfato de ambdnio + 0,2 kg de
cloreto de potéssio + 0,6 kg de superfosfato simples
para cada 150 L do substrato), conforme proposto
por MARIM et al. (1987), com uma semente em cada
sacola. As mudas receberam uma pulverizagao com
o fungicida metilthiofan a 0,5 g L, dois dias antes
da retirada dos explantes. Foram utilizados, como
explantes iniciais, segmentos nodais de
aproximadamente 5 mm de comprimento
provenientes de brotagdes laterais de mamoeiros
“Tainung 01" (F1) com 14 semanas de idade. Esses
explantes foram rapidamente transferidos para o
laboratério, sendo, entéo, desinfestados em camara
de fluxo laminar horizontal por 30 segundos em alcool
a70% e 15 minutos em hipoclorito de sédio a 1%, e
em seguida foram enxaguados por trés vezes em
agua deionizada e autoclavada.

O meio de cultura de estabelecimento
constituiu-se de sais e vitaminas do meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com
0,093 mg L* de ANA (acido a-naftalenoacético) e
5,380 mg L* de cinetina (6-furfurilaminopurina) e
solidificado com 7 g L*deagar. O pH foi ajustado
para 5,7 £ 0,1 antes da adicdo do agar. O meio de
cultura foi distribuido em tubos de ensaio de
dimensdes de 25 mm x 150 mm, adicionando-se 20
ml do meio por tubo, e em seguida autoclavado por
20 minutos a umatemperaturade 121 °C e a pressao
de 1,05 kg cm-2. O ambiente da cultura constituiu-se
de bancadas posicionadas em sala de cultivo, sob
lampadas fluorescentes tipo luz do dia, fornecendo
25,2 umol m=2 s de fluxo de fétons fotossintéticos,

Scientia Agraria, v.8, n.2, p.141-147, 2007.



com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 27 £
2°C, permanecendo nestas condi¢8es por 30 dias.
O meio de multiplicacéo foi constituido de
sais e vitaminas MS, suplementado com 0,093 mg
L de ANA e 0,45 mg L' de BAP (6-
benzilaminopurina) e solidificado com 7 g L de agar.
Utilizaram-se 30 ml de meio de cultura por frasco de
240 ml de capacidade. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado, num esquema fatorial 5 x
2. O primeiro fator foi constituido por niveis de sulfato
de adenina (0; 30; 60; 90; 120 mg L ), enquanto que
0 segundo fator constou da remocao ou ndo das
folhas expandidas que constituem a chamada roseta
foliar formada em meio de estabelecimento. Cada
tratamento foi constituido de 4 repeti¢Bes, sendo que
cada repeticdo foi constituida de 6 frascos. As
condigdes de recultivo no meio de multiplicacdo foram
as mesmas adotadas para o estabelecimento da
cultura. Os tufos de segmentos nodais foram
subcultivados em tufos menores a cada 30 dias, até
0 quarto subcultivo, conforme SCHMILDT (1994).
No final do quarto subcultivo avaliou-se o
peso da matéria fresca da parte aérea, o nUmero de
segmentos nodais aptos (> 5 mm) e ndo aptos (<5
mm) ao enraizamento, bem como o aspecto visual
dos tufos de segmentos nodais, através dos critérios
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de classificagcdo recomendados por COHEN e
COOPER (1982) e por RAJEEVAN e PANDEY (1983).

Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia. As médias do fator qualitativo
(remocao ou ndo das folhas da roseta foliar) foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, enquanto que as médias do fator
guantitativo (niveis de sulfato de adenina) foram

analisadas por intermédio da analise de regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final do quarto subcultivo, os maiores
pesos da matéria fresca da parte aérea dos
segmentos nodais foram observados nos niveis 0 e
30 mg L* de sulfato de adenina no meio de
multiplicagéo, ocorrendo redugdes drasticas desses
valores a partir de 30 mg L*(Figura 1). Sabe-se que
as citocininas sdo derivadas da base nitrogenada
adenina, podendo influenciar o crescimento e o
desenvolvimento das plantas (TAIZ e ZEIGER, 2004).
Segundo LESHEN et al. (1988) a utilizagcéo de
citocinina em meio de multiplicacdo estimula o
crescimento da parte aérea, embora o excesso dessa
base nitrogenada possa causar toxidez, prejudicando
aformacao dos segmentos nodais.
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4
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©
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FIGURA 1 - Peso da matéria fresca da parte aérea de segmentos nodais de mamoeiro ‘Tainung 01’, apés 30
dias em meio de multiplicagédo contendo cinco niveis de sulfato de adenina.

A presenca das folhas da roseta foliar nos
segmentos nodais proporcionou o melhor resultado
para o peso da matéria fresca da parte aérea ao final
do quarto subcultivo (Tabela 1). Resultados
semelhantes foram constatados por TORRES et al.
(1998), os quais sugerem que os primdrdios foliares
sao fontes de substancias organicas essenciais,
incluindo horménios, favorecendo o crescimento de
segmentos apicais em cultura de tecidos. Dentre
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essas substancias destaca-se o acido indol-3-acético,
cuja biossintese esta associada aos tecidos em
rapida divisdo celular, especialmente das partes
aéreas (TAIZ e ZEIGER, 2004).
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TABELA 1 - Peso da matéria fresca da parte aérea de segmentos nodais de mamoeiro ‘Tainung 01’ ap6s 30 dias
em meio de multiplicacdo, com aremocao ou ndo das folhas da roseta foliar.

Remocéo ou néo das folhas da roseta foliar
Sem remogéo das folhas

Com remogao das folhas

Matéria fresca da parte aérea (g)
2,88 a
2,18 b

As médias diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Na cultura de tecidos vegetais o tamanho dos
segmentos nodais obtidos durante a etapa de
multiplicag&o torna-se relevante para se obter sucesso
na fase seguinte de enraizamento. MILLER e DREW
(1990) verificaram que o tamanho ideal dos
segmentos nodais de mamoeiro na fase de
multiplicacao foi de 5 mm de comprimento, sendo
que abaixo desse tamanho os segmentos nodais ndo
enraizam.

A remocéo das folhas, formadas em meio
de estabelecimento, diminuiu 0 nimero de segmentos
nodais aptos ao enraizamento (> 5 mm) no meio de
multiplicagdo; ocorrendo, ainda, decréscimos
acentuados com o incremento nos niveis de sulfato
de adenina (Figura 2). A presenca das folhas resultou
em maiores numeros de segmentos nodais aptos ao

enraizamento, em todos os niveis de sulfato de
adenina. Desse modo, a remocao das folhas no
recultivo dos explantes néo é interessante, em virtude
dapromocao de um nimero reduzido de segmentos
nodais. Os melhores niveis de sulfato de adenina no
meio de multiplicagdo dos explantes com folhas,
estao situados entre 0 e 60 mg L %, sendo que o nivel
120 mg L causou redugdes acentuadas no numero
de segmentos nodais aptos ao enraizamento.
COHEN e COOPER (1982) obtiveram resultados
semelhantes, com reducao da taxa de multiplicacao
quando o sulfato de adenina foi usado acima de 80
mg L. SAHA et al. (2004) e VIANNA (1996) também
constataram os efeitos negativos de altas
concentragdes de sulfato de adenina na proliferacao
dos segmentos nodais.

10 -
a y = -0,0006x 2 + 0,0441x + 7,7436
et R? =0,7748
o 3
s 8579 °
4 o| © Com folha
E 71 o a Sem folha
3
° 5,571 y = -0,0197x + 5,2793
qé R? =0,7323
\3 4 T O
zZ
2,5 . . . 7y
0 30 60 90 120

Sulfato de adenina (mg L-1)

FIGURA 2 - Nimero de segmentos nodais de mamoeiro ‘Tainung 01’ aptos ao enraizamento (> 5 mm), apos 30
dias em meio de multiplicagao contendo cinco niveis de sulfato de adenina, com aremocao (Sem
folha) ou ndo (Com folha) das folhas da roseta foliar.

144

Scientia Agraria, v.8, n.2, p.141-147, 2007.



A presenca das folhas no recultivo
proporcionou menor redu¢cdo do nimero de
segmentos nodais ndo aptos ao enraizamento, em
todos os niveis de sulfato de adenina utilizado, exceto
para o nivel zero (Figura 3). Independentemente da
presencadas folhas, o nimero de segmentos nodais
nao aptos ao enraizamento foi maior na auséncia de
sulfato de adenina, decaindo com o incremento dos
niveis da base nitrogenada. Contudo, como a
presenca das folhas também favoreceu o nimero de

13l

R?=0,9299

y = 0,0006x” - 0,1206x + 11,668
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segmentos nodais aptos, a melhor opgao é a ndo
retirada destas folhas. Uma alternativa para o
aproveitamento destes segmentos nodais néo aptos
ao enraizamento seria subcultiva-los em um meio
préprio de alongamento, antes da transferéncia para
0 meio de enraizamento. Todavia, a fase de
alongamento é antiecondémica por demandar mao de
obra adicional e ndo resultar em multiplicagéo, e sim,
num simples ajuste da cultura (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

o Com folha
A Sem folha

Numero de ramos nao aptos
\‘
1

o
A
y = 0,0008x? - 0,1537x + 10,641 A
1 : R? = 0,6409 .
0 30 60 90 120

Sulfato de adenina (mg L-1)

FIGURA 3 - Numero de segmentos nodais de mamoeiro ‘Tainung 01’ ndo aptos ao enraizamento (< 5 mm), apés
30 dias em meio de multiplicagdo, contendo cinco niveis de sulfato de adenina, com a remogao
(Sem folha) ou ndao (Com folha) das folhas da roseta foliar.

O aspecto visual dos segmentos nodais
pode dar uma boaindicagdo da qualidade das partes
aéreas produzidas (Tabela 2). Observou-se que a
auséncia de sulfato de adenina no meio de
multiplicacado produziu gemas e segmentos nodais
reduzidos e compactos, o que em cultura de tecidos
nédo se torna interessante, pois ndo enraizam bem.
Os padrdes dos tufos de segmentos nodais
juntamente com o comprimento e a taxa de
multiplicagdo, constituem um importante fator para
0 sucesso no enraizamento dos explantes em meio
de cultura (COHEN e COOPER, 1982; RAJEEVAN e
PANDEY, 1983). Bons padrdes de segmentos nodais
foram obtidos com a utilizacdo de 30 e 60 mg L'de
sulfato de adenina, sem a remocao das folhas da

Scientia Agraria, v.8, n.2, p.141-147, 2007.

roseta foliar, bem como com a utilizag&o de 30 e 90
mg L*de sulfato de adenina, com a remocao das
folhas da roseta foliar, proporcionando maiores
nameros de segmentos nodais classificados
visualmente com notas préximas de 3, conforme
critérios de classificagao estabelecidos por COHEN
e COOPER (1982) e por RAJEEVAN e PANDEY
(1983), caracterizados por segmentos nodais
alongados e com peciolos longos e de excelente
aspecto. Os demais niveis de sulfato de adenina,
independentemente da presenca das folhas daroseta
foliar, ndo proporcionaram um bom padréo para os
segmentos nodais. No nivel 120 mg L*de sulfato de
adenina os segmentos nodais apresentaram-se em
grande parte largos e com lamina foliar expandida,
caracterizando presenca de hiperhidricidade.
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TABELA 2 - Aspecto visual dos segmentos nodais de mamoeiro ‘Tainung 01’, ap6s 30 dias em meio de
multiplicagéo, contendo cinco niveis de sulfato de adenina, com a remogéao ou ndo das folhas da
roseta foliar.

Aspecto visual dos tufos de segmentos nodais
Sulfato de Adenina (mg L™) P g

Sem remocé&o das folhas Com remogao das folhas
0 1,0 1,0
30 2,7 3,0
60 2,7 2,0
90 2,0 3,0
120 3,7 3,7

Critérios de classificagdo dos segmentos nodais, segundo COHEN e COOPER (1982) e RAJEEVAN e PANDEY
(1983): 1 - Gema e brotos reduzidos e compactos; 2 - Alguns brotos com peciolos expandidos; 3 - Brotos
alongados com peciolos longos; 4 - Brotos largos com lamina foliar expandida.

Os maiores pesos da matéria fresca da parte
aérea dos segmentos nodais ocorreram entre 0 e 30
mg L* de sulfato de adenina (Figura 1), enquanto "
que os melhores resultados do nimero de segmentos CONCLUSOES
nodais aptos ao enraizamento ocorreram nos niveis
entre 0 e 60 mg L *nos segmentos nodais com folhas
(Figura 2). Esses resultados (Figuras 1 e 2),
juntamente com os aspectos visuais (Tabela 2),

a) Apresencgadas folhas daroseta foliar formada
em meio de estabelecimento favorece a
multiplicagdo de explantes de mamoeiro

| ) ‘Tainung 01'.
sugerem ser o nivel 30 mg L * de sulfato de adenina, b) A concentragdo de 30 mg L* de sulfato de
0 mais adequado para se adicionar ao meio de adenina no meio de multiplicacdo promove um
multiplicagéo in vitro dos explantes de mamoeiro melhor padréo de segmentos nodais aptos ao

‘Tainung 01", enraizamento.
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