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RESUMO

SCHMILDT, Omar, M.Sc., Universidade Federal do Espirito Santo, Fevereiro de
2006. Multiplicagao in vitro de mamoeiro ‘Tainung 01’. Orientador: Edilson
Romais Schmildt. Co-orientadores: José Augusto Teixeira do Amaral; Sebastido
Martins Filho.

Foram realizados experimentos em meio de estabelecimento e de
multiplicagdo com o objetivo de avaliar a micropropagagdo do mamoeiro (Carica
papaya L.) Hibrido ‘Tainung 01’, geragdo F4, utilizando-se segmentos apicais e
segmentos apicais de brotagdes laterais provenientes das plantas juvenis cultivadas
em casa de vegetacdo. No meio de estabelecimento MS, utilizando-se segmentos
apicais, foram testadas diferentes combinagdes dos reguladores de crescimento
ANA (0,093; 0,931 e 1,862 mg L") e Cinetina (5,38; 10,76 e 21,52 mg L") para
identificacdo da melhor relagdo para a sobrevivéncia, a reatividade e a massa de
calo. Com a utilizacdo de 0,093 mg L' de ANA combinado com 5,38 mg L™ de
Cinetina, obteve-se a melhor formacao de roseta foliar com 100% de culturas
reativas, indicando haver adaptacao dos explantes in vitro, além da menor formacéao
de calo, podendo ser comprovado com a boa reagdo destes explantes em meio de
multiplicacdo MS com ANA a 0,093 mg L™ e BAP a 0,45 mg L™, durante cinco
subcultivos, com taxa de multiplicagdo constante de 5,288:1. Numa segunda etapa,
com a utilizagcdo de segmentos apicais de brotagdes laterais, avaliou-se a
multiplicagdo em meio MS com diferentes niveis de sulfato de adenina. Para o
preparo do meio de estabelecimento, utilizou-se a melhor combinagcdo dos

reguladores de crescimento ANA e Cinetina obtidos anteriormente, enquanto que



para o meio de multiplicacdo, usou-se ANA a 0,093 mg L™, BAP a 0,45 mg L e
diferentes niveis de sulfato de adenina (0; 30; 60; 90 e 120 mg L'1), associados com
remocao ou nao das folhas da roseta foliar formada no meio de estabelecimento. Os
tufos de ramos foram subcultivados a cada 30 dias em tufos menores, e ao final do
quarto subcultivo, foram feitas as avaliagcbes da massa fresca da parte aérea,
nuamero de ramos aptos (> 5 mm) e nado aptos (< 5 mm) ao enraizamento e o
aspecto visual dos tufos de ramos. As melhores respostas para o numero de ramos
aptos ao enraizamento (> 5 mm) foram encontradas com a presencga das folhas para
os tratamentos 0, 30, 60 e 90 mg L' de sulfato de adenina. Recomenda-se utilizar 30
mg L' de sulfato de adenina no meio de multiplicacdo pela qualidade e
homogeneidade das partes aéreas produzidas, com ramos alongados e peciolos
longos, com bom padrao para posterior enraizamento.

Palavras-chave: Carica papaya L., cultura de tecidos, meio de estabelecimento,
reguladores de crescimento, sulfato de adenina, taxa de multiplicagao.
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ABSTRACT

Experiments were accomplished in establishment and multiplication medium
with the objective of evaluating the micropropagation of the papaya tree (Carica
papaya L.) Hybrid 'Tainung 01', generation F4, being used apical sections and apical
sections of lateral buds of juvenile plants, cultivated in greenhouse. In the MS
establishment medium, being used apical sections, different combinations of growth
regulators were tested NAA (0.093; 0.931 and 1.862 mg L™) and kinetin (5.38; 10.76
and 21.52 mg L) for identification of the best relationship for the survival, reactivity
and callus mass. With the use of 0.093 mg L™ of NAA combined with 5.38 mg L™ of
kinetin was obtained the best rosette of leaves formation with 100% of cultures
reactivate, indicating there to be adaptation of the explants in vitro, besides to
smallest callus formation, could be proven with the good reaction of these explants in
MS multiplication medium with NAA to 0.093 mg L™ and BAP to 0.45 mg L™ during
five subculture, with rate of constant multiplication of 5.288:1. In a second stage, with
the use of apical sections of lateral buds, the adenine sulfate was evaluated in the
multiplication medium. For the preparation of the establishment medium the best
combination of the growth regulators was used NAA and kinetin obtained previously,
while for the multiplication medium NAA was used to 0.093 mg L™ and BAP to 0.45
mg L™, and different levels of adenine sulfate (0; 30; 60; 90 and 120 mg L™),
associated with removal or not of the leaves of the rosette of leaves formed in the
establishment medium. The tufts of shoots were subculture every 30 days in smaller
tuft and, at the end of the fourth subculture they were made the evaluations of the
fresh mass of the aerial part, number of capable shoots (>~ 5 mm) and no capable (<

5 mm) to the promoting root formation, and the visual aspect of the tufts of shoots.
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The best answers for the number of capable shoots to the promoting root formation
(= 5 mm) they were found with the presence of the leaves, for the treatments 0, 30,
60 and 90 mg L of adenine sulfate. It is recommended to use 30 mg L™ of adenine
sulfate in the multiplication medium for the quality and homogeneity of the produced
aerial parts, with prolonged shoots and long petiole, with good pattern for subsequent
promoting root formation.

Key Words: Carica papaya L., tissue culture, establishment medium, growth
regulators, adenine sulfate, multiplication rate.



INTRODUGAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma espécie tipica de regides tropicais e
subtropicais da América, sendo uma das principais fruteiras cultivadas. As regides
produtoras estado localizadas em uma faixa do globo terrestre compreendida entre os
tropicos de Cancer e Capricornio, a 21° de latitude Norte e 21° de latitude Sul (Alves,
2003). No Brasil, o mamoeiro €& cultivado praticamente em todos os Estados
brasileiros. Porém, Bahia e Espirito Santo sdo os dois maiores produtores e, mais
recentemente, no Estado do Rio Grande do Norte a cultura apresenta maiores
indices tecnoldgicos em sua producgao (Costa et al., 2005).

O Brasil € o maior produtor de mamao, contribuindo com 25% da producéao
mundial (AGRIANUAL, 2004).

As cultivares de mamoeiro mais utilizadas no Brasil sdo: ‘Sunrise Solo’,
‘Improved Sunrise Solo Line 72/12" e ‘Sunrise Golden’, (grupo Solo), como
linhagens puras; ‘Tainung 01’ (grupo Formosa), como hibrido simples, sendo as
sementes deste hibrido importadas de Taiwan; e, mais recentemente, o primeiro
hibrido de mamao Formosa brasileiro, o ‘Calimosa’ (UENF-Caliman 01). O Hibrido
‘Tainung 01’ foi desenvolvido pela Estacdo Experimental de Fengshan, em Formosa,
China, e é resultante do cruzamento entre ‘Sunrise Solo’ e uma selecao da Costa
Rica, de polpa vermelha (Costa & Pacova, 2003). Este hibrido é altamente produtivo
e apresenta grande aceitacdo no mercado interno brasileiro, sendo, também
exportado para a Europa e os Estados Unidos.

A propagagao 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 polinizacao livre (Drew, 1987; Costa & Pacova,



2003). Outro problema verificado € a necessidade de se colocar de duas a trés
mudas por cova, tendo que fazer o desbaste das plantas apds o inicio do
florescimento, em torno de trés a quatro meses apos o plantio, quando se torna
possivel a identificacdo do sexo das plantas, deixando uma planta por cova,
preferencialmente plantas hermafroditas, devido ao fruto desta apresentar bom
padrdao comercial (Costa et al., 2003). Essas situagcbes contribuem para o
encarecimento das lavouras e dos frutos que chegam aos consumidores, visto que
as sementes do mamoeiro ‘Tainung 01’ sdo importadas de Taiwan a um prego
elevado.

As desvantagens atribuidas a utilizacdo de sementes, demonstram a
necessidade da procura por alternativas a propagacado seminifera. A propagagao
vegetativa pode ser realizada por estaquia e enxertia, no entanto ndo é eficiente em
escala comercial pela pequena quantidade de brotos laterais produzidos pela planta-
matriz, em face da sua forte dominancia apical (Modesto & Siqueira, 1981; Reuveni
& Shlesinger, 1990), e também devido a dificuldade de enraizamento das estacas
(Grana Jr., 2000).

A obtengao de grande numero de mudas de mamoeiro com alta qualidade
fitossanitaria e genética, pode ser obtida de um unico explante através da cultura de
tecidos vegetais. Para a propagagao clonal do mamoeiro podem ser utilizados como
explantes segmentos apicais e gemas laterais de plantas adultas (Drew, 1987;
Vianna, 1996), embora com limitagcbes no subcultivo in vitro. A micropropagacgao
também pode ser realizada utilizando como explantes os segmentos nodais (Drew,
1992), podendo ser provenientes tanto de plantas adultas (brotagbes laterais),
quanto de plantulas. Outra opgédo de micropropagagao é por meio da utilizagdo dos
segmentos apicais de planta juvenis (Schmildt, 1994; Teixeira & Teixeira, 2004)
tendo mostrado-se mais eficiente no desenvolvimento in vitro. O uso tanto de
segmentos apicais, quanto de segmentos nodais apresentam um rendimento maior
quando se usa plantas juvenis ao invés de plantas adultas, conseguindo-se obter
maior numero de subcultivos in vitro (George & Sherrington, 1984).

Este trabalho teve por objetivo desenvolver um protocolo de propagacgao
vegetativa para o mamoeiro ‘Tainung 01', por cultivo in vitro de explantes
provenientes de plantas juvenis:

1) para o meio de estabelecimento MS, por meio da melhor combinagao dos

reguladores de crescimento ANA e Cinetina, utilizando-se segmentos apicais;



2) para o meio de multiplicagdo MS, por meio do melhor nivel de sulfato de
adenina, associado com a remocgao ou ndo das folhas formadas no meio de

estabelecimento da cultura, utilizando-se segmentos apicais de brotag¢des laterais.



REVISAO DE LITERATURA

Consideragoes Gerais

As técnicas de cultura in vitro sdo excelentes instrumentos auxiliares no
melhoramento das culturas de interesse econémico, como 0 mamoeiro, bem como
na propagacao vegetativa das espécies (Carrer, 1988).

Para o mamoeiro a propagacao clonal in vitro ainda n&o é utilizada
comercialmente (McCubbin & Van Staden, 2003). Oliveira et al. (1996) e Teixeira &
Teixeira (2004) afirmam que os protocolos de micropropagagao descritos por outros
autores, ainda ndo se encontram suficientemente aperfeicoados para o uso
comercial.

Protocolos tém sido desenvolvidos para a propagacgao in vitro de espécies
de plantas, podendo ser dividido em trés sistemas conforme Drew (1992): sistema 1
que é baseado na cultura de calos, seguido pela organogénese ou embriogénese
somatica; o sistema 2 compreende a multiplicacdo de gemas axilares e/ou gemas
adventicias através de repetidos subcultivos em meio de multiplicacdo contendo
citocinina; e o sistema 3 por meio de segmentos nodais contendo gemas axilares a
partir de ramos com dominancia apical, sendo crescidos em meio sem reguladores
de crescimento ou meio com baixos niveis de citocininas.

Segmentos apicais e gemas axilares sdo os explantes mais indicados na
propagacao clonal in vitro. Eles possuem determinagdo para o crescimento
vegetativo e, satisfeitas as necessidades nutricionais, irdo se desenvolver
naturalmente em novas plantas (Grattapaglia & Machado, 1998). A cultura de

segmentos apicais apresenta como vantagens, na maioria dos casos a manutengéo



da identidade do gendtipo regenerado, em virtude das células do meristema
manterem mais uniformemente a sua estabilidade genética (Murashige, 1974; Grout,
1990). O explante usado para iniciar uma cultura pode ser um segmento apical de
ramo principal ou lateral, de até 20 mm de comprimento em posigao vertical (George
& Sherrington, 1984). Em mamoeiro, o bom desenvolvimento e adaptagdo dos
explantes ao meio de estabelecimento sdo observados com segmentos apicais entre
5 e 10 mm de comprimento (Rajeevan & Pandey, 1983; Schmildt, 1994; Vianna,
1996; Schmildt & Amaral, 2002). Yie & Liaw (1977) e Litz & Conover (1978a) foram
0s primeiros a contribuirem para o desenvolvimento in vitro de mamoeiro (Carica
papaya L.) por meio do sistema 2, utilizando como explantes segmentos apicais
provenientes de plantulas e plantas adultas, respectivamente.

O conceito de estadios de desenvolvimento no processo de propagagao in
vitro foi descrito por Murashige (1974). Ele estabeleceu uma sequéncia de trés
estadios. O estadio | compreende a selegcdo, a desinfestacdo e o cultivo dos
explantes em meio nutritivo (fase de estabelecimento), sob condigdes assépticas; no
estadio Il, se processa a multiplicagcdo dos propagulos, por meio de sucessivos
subcultivos em meio préprio para a multiplicagdo; o estadio lll € a fase de
transferéncia dos ramos formados na fase anterior, para o0 meio de enraizamento,
visando o transplantio das plantas obtidas para um solo ou substrato. George &
Sherrington, (1984) descrevem ainda, o estadio 0, que corresponde ao tratamento
dado a planta-matriz, e o estadio IV, que diz respeito a aclimatizagdo das mudas
produzidas. A atencio a todos esses estadios € muito importante para o sucesso de

um protocolo micropropagativo.

Fase de Estabelecimento In Vitro

Esta etapa inicia-se com a selecdo dos explantes mais adequados para a
micropropagacao e termina com a obteng¢ao de uma cultura livre de contaminantes
visiveis e suficientemente adaptadas as condigdes in vitro, de modo que apresente
reacao a aplicagao de reguladores de crescimento na fase seguinte de multiplicagao
(Grattapaglia & Machado, 1998).

A melhor fonte para retirada de explantes deve ser plantas sadias e

vigorosas, mantidas em crescimento ativo e sem estresse (Schmildt, 1994).



Litz & Conover (1978b, 1981) afirmam que a estacdo do ano e a aplicagao
de fertilizantes e agua nas plantas de mamoeiro, no campo, contribuem para a
resposta do incremento in vitro e que, especialmente a adubacgao insuficiente ou
coleta dos explantes nos meses de inverno contribuem para a alta contaminagao
bacteriana e fungica dos explantes na fase de estabelecimento. Esses
pesquizadores observaram 95% de contaminagdo, em explantes de mamoeiro,
provenientes do campo, mesmo passando pelo processo de descontaminagao.
Winnaar (1988) observou 4% de contaminagcédo bacteriana, quando os explantes
eram retirados nos meses de verdo, e 29%, quando retirados no outono. Vianna
(1996) utilizou como explantes segmentos apicais de plantas provenientes do campo
e, mesmo nos meses quentes e Uumidos, ndo obteve sucesso sem a utilizagado de
antibidticos.

A manutengdo das plantas-matrizes em casas de vegetagdao permite o
controle e a manipulagao do fotoperiodo, da intensidade luminosa, da temperatura e
estado nutricional, visando estimular novas brotacdes, independente da época do
ano, ou simular os periodos de vernalizacdo nas plantas para obter explantes mais
adequados, sendo também possivel o melhor controle de insetos e microorganismos
mediante aplicacdo de fungicidas, bactericidas e inseticidas (Grattapaglia &
Machado, 1998). A condugéo e a manutengao de plantas em casa de vegetagéo tém
contribuido para a redugdo dos contaminantes microbianos no meio de
estabelecimento. Schmildt (1994) verificou apenas 7,5 e 10,0% de contaminacéo
microbiana, respectivamente, para os segmentos apicais das cultivares de mamoeiro
‘Solo’ e ‘Formosa’, proveniente de plantas mantidas em casa de vegetagdo. Em
outro trabalho conduzido por Schmildt & Amaral (2002), pode-se observar 87,34%
de contaminagao bacteriana, quando os segmentos apicais procederam de plantas
cultivadas no campo, e 25,97 e 44,89% em segmentos apicais de brotacdes laterais
e segmentos apicais, respectivamente, quando estes eram provenientes de
plantulas de trés meses de idade cultivadas em casa de vegetacgao.

Uma das grandes limitagdes ao estabelecimento da cultura do mamoeiro in
vitro sdo os contaminantes microbianos (Schmildt, 1994), especialmente as
bactérias enddgenas (George & Sherrington, 1984; Grattapaglia & Machado, 1998;
Agnihotri et al., 2004). Em cultura de tecidos para qualquer espécie € necessario
fazer a desinfestacdo dos explantes antes da inoculagdto em meio de

estabelecimento préprio. Varias substancias com agaéo germicida sao utilizadas para



fazer a desinfestacdo. Os mais comuns sao o etanol e os compostos a base de
cloro, tais como o hipoclorito de sddio e de calcio (Grattapaglia & Machado, 1998).
Outra substancia utilizada sao os antibiéticos para o controle de bactérias, que no
entanto, possuem apenas acgao bacteriostatica, e ndo bactericida (Phillips et al.,
1981; Grattapaglia & Machado, 1998), podendo também ser fitotdxicos aos
explantes (Yepes et al., 1994; Peros et al., 1998).

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), os explantes de plantulas
apresentam algumas vantagens, como a grande disponibilidade de explantes sem
contaminagao e a pronta capacidade de crescimento e rapida resposta a aplicagao
de reguladores de crescimento, sendo, portanto, importantes na determinacéo de
um protocolo de propagag&o para uma especie.

Outras limitagdes a cultura de tecidos, consistem na necessidade de ajustes
no balango de nutrientes, reguladores de crescimento e condi¢gbes da cultura para
cada cultivar maximizar o seu desenvolvimento in vitro (Arora & Singh, 1978; Drew &
Smith, 1986).

Varias formulagbes de sais minerais, com variagées nos niveis ou nas fontes
de elementos essenciais sdo testadas para satisfazer as necessidades das plantas
in vitro. George & Sherrington (1984) citam cerca de 130 formulagdes de macro e
microelementos formulados para atender estas necessidades. Segundo Grattapaglia
& Machado (1998), ndo existe uma formulagdo padrdo, mas o meio MS (Murashige
& Skoog, 1962) com suas modificacbes e diluigdes tem apresentado bons
resultados. Este meio é frequentemente o mais usado, sendo também o preferido
para 0 mamoeiro, para o inicio da proliferacdo a partir de segmentos apicais de
plantas provenientes tanto de plantulas como de plantas adultas (Litz & Conover,
1977, 1981; Rajeevan & Pandey, 1983, 1986; Schmildt, 1994; Vianna, 1996;
Schmildt & Amaral, 2002; Saha et al., 2004; Teixeira & Teixeira, 2004).

Desde o trabalho de Skoog & Miller (1957), tem-se demonstrado que a
morfogénese in vitro é dependente da presenga de auxinas e citocininas. A
formagdo da raiz, parte aérea e calo em cultura de tecidos é regulada pela
disponibilidade e interagdo destas duas classes de reguladores de crescimento
(Skoog & Miller, 1957; Hussey, 1978). Segundo Castro & Vieira (2001), as
citocininas e as auxinas continuam sendo as classes de reguladores de crescimento

mais utilizados na cultura de tecidos.



Normalmente, na micropropagacdo, os reguladores de crescimento
constituem-se numa primeira etapa a ser abordada, em que o modo de interagao
entre auxina e citocinina é frequentemente dependente da espécie de planta e do
tipo de tecido utilizado na cultura (Coenen & Lomax, 1997). A auséncia na resposta
a um regulador de crescimento é frequentemente um problema maior quando séo
utilizados explantes de plantas adultas em comparagdo com o material juvenil
(Bonga & Vonaderkas, 1992).

As auxinas atuam na expansdo e alongamentos celulares, bem como na
divisdo celular juntamente com as citocininas na cultura de tecidos vegetais
(Krikorian, 1991). O levantamento feito por Hu & Yang (1983) revela que apenas
40% dos meios de estabelecimento contém auxina em sua constituicdo, e desses
meios, 0 ANA é o mais utilizado com 51%, seguido de 27% AIB, 22% AIA e 6% 2,4-
D. Estes autores também afirmam que existem diferengas entre as citocininas, onde
o BAP e o0 2P sao importantes para induzir a formagdao de um grande numero de
brotacdes e aumentar a taxa de multiplicacdo, enquanto a Cinetina ndo promove
brotacdes multiplas, havendo somente o crescimento normal de plantulas.

Conforme explicado anteriormente, o ANA combinado com a Cinetina sao
os reguladores de crescimento mais indicados para a fase de estabelecimento da
cultura de varias espécies, inclusive para o0 mamoeiro, sendo a mais utilizada pelos
pesquizadores. Litz & Conover (1977), ao utilizar 1,86 mg L™ de ANA e 10,76 mg L™
de Cinetina, produziram plantas com grande numero de folhas expandidas de
coloracao verde escura, sem ocorrer a formagao de calos, tendo, no entanto, lenta
proliferacdo. Rajeevan & Pandey (1986) testaram as combinag¢des dos niveis de
ANA (0,093, 0,931 e 1,862 mg L") e Cinetina (5,38, 10,76 e 21,52 mg L") para a
variedade ‘Coorg Honey Dew’, e obtiveram uma taxa de sobrevivéncia e reatividade
de 50 e 40%, respectivamente, quando usaram 5,38 mg L de Cinetina, combinado
com todos os niveis de ANA. Schmildt (1994) obteve uma taxa de sobrevivéncia de
92,5 e 90%, e reatividade de 27,5 e 37,5%, respectivamente, para mamoeiro do tipo
‘Solo’ e ‘Formosa’, utilizando 0,093 mg L™ de ANA e 5,38 mg L de Cinetina. Em
outro trabalho realizado por Schmildt & Amaral (2002), observa-se o bom
desempenho dos explantes, onde 83,42% formaram roseta foliar em meio de
estabelecimento com 0,1 mg L™ de ANA e 5,38 mg L™ de Cinetina, para segmentos

apicais oriundos de plantulas cultivadas em casa de vegetacéo.



As condi¢des do ambiente da sala de incubagao dos propagulos, em todos
os estadios em laboratério, devem ser similares as condi¢gées da cultura no campo.
Segundo Grattapaglia & Machado (1998) estas condi¢cbes sao satisfatorias para a
maioria das espécies, quando a intensidade luminosa esta compreendida entre 20 a
70 umol m? s, com o fotoperiodo de 16 horas de luz por 8 horas de escuro, e
temperatura entre 20 a 27 °C. Na micropropagagao do mamoeiro, estas condi¢des
citadas se enquadram no processo, visto que a cultura do mamoeiro € cultivada em

regides tropicais.

Fase de Multiplicagao In Vitro

A fase de multiplicagdo comecga apds o final da fase de estabelecimento da
cultura (segmentos apicais), com as culturas que se apresentam reativas, ou seja,
formaram roseta foliar e estdo isentas de contaminates microbianos (Rajeevan &
Pandey, 1983, 1986; Winnaar, 1988; Schmildt, 1994). Nesta fase o objetivo é
produzir o maior numero de ramos possivel, no menor espacgo de tempo, com uma
taxa satisfatéria, com o minimo de variagdo de explante para explante, além da
qualidade e homogeneidade das partes aéreas produzidas, pois esta vai determinar
0 sucesso na fase seguinte de enraizamento (Grattapaglia & Machado, 1988).

O meio de cultura basico utilizado para a multiplicacdo geralmente é o
mesmo da fase de estabelecimento, sendo, portanto, o meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) bastante usado.

De acordo com Lundergan & Janick (1980), a presenga de auxina no meio
de multiplicagdo anula o efeito inibitério das citocininas no alongamento dos
explantes, ajudando aumentar o tamanho das brotagbes, diminuindo o efeito do
rosetamento ou entufamento causados pelas citocininas. No entanto, concentracdes
excessivas de auxinas podem inibir a multiplicagado ou favorecer demasiadamente o
enraizamento ou formacdo de calo, ndo sendo adequado para esta fase
(Grattapaglia & Machado, 1998). Na multiplicagc&o in vitro, além de determinar qual
o melhor meio, tipo e concentragdo de citocinina, € necessario também estudar a
interagdo desses dois ultimos com as auxinas, a fim de melhorar os protocolos e
otimizar os resultados (Silveira et al., 2002). As citocininas sao fundamentais na

etapa de regeneracao a partir de calos ou na multibrotagdo de gemas axilares ou
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apicais de plantas lenhosas ou herbaceas (Cid, 2000). O BAP tem sido muito eficaz
para promover multiplicagao de partes aéreas e indugao de gemas adventicias, além
de ser o mais barato de todos (Hasegawa, 1980; Zaerr & Mapes, 1985). O BAP atua
principalmente na superacéo da dominancia apical sobre gemas axilares (Goussard,
1981).

No entanto, concentragbes excessivas de BAP promovem o
desbalanceamento endoégeno dos reguladores de crescimento, reduzindo o
crescimento das brotagdes e aumentando a hiperhidricidade (Jona & Webb, 1978). A
eficacia do BAP no meio de multilplicagao para o mamoeiro foi observada por Drew
& Smith (1986) onde verificaram que a maior taxa de multiplicagdo de mamoeiro foi
com o uso de BAP com ANA em relacdo ao uso de Cinetina, 2ip, ou Zeatina
combinado com ANA. Outros pesquisadores (Litz & Conover, 1981; Schmildt, 1994)
propuzeram um meio com os reguladores de crescimento BAP a 0,45 mg L™ e ANA
a 0,093, os quais permitiram uma alta proliferacao de ramos em tufos, com folhas
pequenas e discretas, de crescimento rapido, proprio para os subcultivos a cada 20
a 30 dias. Litz & Conover (1981) mantiveram o material adulto por 13 subcultivos,
com taxa de multiplicagado constante. Schmildt (1994) obteve com este mesmo meio
uma boa taxa de multiplicagao de 8,4 e 5,4, respectivamente, para 0 mamoeiro tipo
‘Formosa’ e ‘Solo’ no primeiro subcultivo, porém ao longo dos subcultivos a taxa de
multiplicagao foi inconstante.

Diversas substancias tém sido utilizadas em meio de multiplicacdo para
aumentar a taxa de proliferagcdo e melhorar a qualidade dos ramos de mamoeiro,
dentre elas a riboflavina, a caseina hidrolizada, e o sulfato de adenina. Drew & Smith
(1986) observaram incremento do peso fresco da parte aérea dos ramos de mamao,
resultando no aumento no crescimento dos mesmos, com baixa producao de calo,
ao combinar riboflavina e citocinina. Teixeira & Teixeira (2004) obtiveram 53,3% de
culturas brotadas na combinacdo de 7,52 mg L™ de riboflavina, com 1 ou 2 mg L™ de
BAP. Cohen & Cooper (1982), conseguiram na meédia de dois subcultivos 37,5
ramos com a adicdo de caseina hidrolizada a 500 mg L™ e sulfato de adenina a 80
mg L.

A adenina na forma de sulfato (SA) € muito utilizada em culturas de tecidos,
seu efeito pode ser comparado ao de uma citocinina fraca ou ainda haver uma
interagdo com a prépria citocinina (Grattapaglia & Machado, 1998). Segundo George

& Sherrington (1984), o sulfato de adenina parece estimular a proliferacao de ramos,
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principalmente em combinagdo com as citocininas. Cohen & Cooper (1982)
obtiveram aumento da taxa de multiplicagdo de ramos até 80 mg L™ de sulfato de
adenina, acima do qual houve redugdo. Ramos com bom aspecto, com folhas
verdes escuras, sem hiperhidricidade e boa taxa de multiplicagcdo foram obtidos por
Vianna (1996) com 30 mg L™ de sulfato de adenina, ocorrendo reducéo na taxa de
multiplicagdo e presencga de hiperhidricidade, quando utilizou 160 mg L. Saha et al.
(2004) também utilizaram o sulfato de adenina no meio de multiplicagdo, no entanto,
ndo discutiu seus efeitos nos ramos.

A qualidade e a homogeinidade das partes aéreas produzidas nesta fase de
multiplicacdo € um dos fatores predeterminantes para o sucesso na fase seguinte de
enraizamento. O tamanho dos ramos também tem importancia (Bhojwani & Razdan,
1983). Miller & Drew (1990) verificaram que o tamanho ideal dos ramos de mamoeiro
era o de 5 mm de comprimento, abaixo do qual os ramos n&o enraizavam,
necessitando de uma fase intermediaria de alongamento. No entanto, do aspecto de
eficiéncia, a fase de alongamento € antieconémica por demandar m&o de obra
adicional que nao resulta em multiplicagdo, e sim, num simples ajuste da cultura
(Grattapaglia & Machado, 1998).
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Influéncia de niveis de ANA e Cinetina na multiplicacfio in vitro de mamoeiro
‘Tainung 01’
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Resumo — O mamoeiro (Carica papaya L.) apresenta dificuldades de propagacdo vegetativa,
sendo o plantio comercial feito tradicionalmente por meio de sementes, que também tém
limitagdes devido a polinizagdo livre. A micropropagacao surge como alternativa por permitir
a producdo de plantas de boa qualidade e em grande quantidade de um unico explante. Este
trabalho teve o objetivo de identificar a melhor combinacdo dos diferentes niveis de ANA
(0,093; 0,931 e 1,862 mg L'l) e Cinetina (5,38; 10,76 ¢ 21,52 mg L'l) para o estabelecimento
in vitro em meio de cultura MS. Os explantes que melhor formaram roseta foliar foram
inoculadas no meio de multiplicacdo durante cinco subcultivos, com repicagem a cada 30
dias. Os explantes utilizados foram segmentos apicais de plantas juvenis de mamoeiro
‘Tainung 01’ com 10 semanas de idade. Apds 30 dias, avaliaram-se as taxas de culturas
sobreviventes, culturas reativas, massa de calos e, a cada subcultivo a taxa de multiplicagao
dos explantes. Os melhores resultados para as culturas reativas, a massa de calos, e a taxa de
multiplicagdo foram observados na combinagio de 0,093 mg L' de ANA e 5,380 mg L' de

Cinetina no meio de estabelecimento.

Termos de indexacfo: Carica papaya L., cultura de tecidos, meio de estabelecimento,
segmentos apicais, taxa de multiplicagao.
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Influence of levels of NAA and Kinetin in in vitro multiplication of papaya tree
‘Tainung 01’

Abstract - The papaya tree (Carica papaya L.) it presents difficulties of vegetative
propagation, being the commercial planting done traditionally for midst seeds, that also have
limitations due to the free polinization. The micropropagation appears as alternative for
allowing the production of seedlings of good quality and great amount of a single explant.
This work had the objective to identify the best combination of different levels NAA (0.093;
0.931 and 1.862 mg L") and Kinetin (5.38; 10.76 and 21.52 mg L") for the establishment in
vitro in MS culture medium. The explants that best formed rosette of leaves they were
inoculated in proliferation medium during five subcultures, with transplantation every 30
days. The used explants were apical sections of juvenili plants of papaya tree ‘Tainung 01’
with 10 weeks of aged. After 30 days the rates of surviving cultures were evaluated, reactivate
cultures, the calluses of mass and, to each subculture the multiplication rate of the explants.
The best results for the reactivate cultures, callus of mass, and multiplication rate was
observed in the combination of 0.093 mg L' of NAA and 5.380 mg L of Kinetin in the
establishment medium.

Index terms: Carica papaya L., tissue culture, establishment medium, apical sections,
multiplication rate.

Introducio

O mamoeiro (Carica papaya L.) ¢ uma espécie tipica de regides tropicais e
subtropicais da América, sendo uma das principais fruteiras cultivadas. O Brasil ¢ o maior
produtor de mamao, contribuindo com 25% da producao mundial (AGRIANUAL, 2004).

A propagacdo em plantios comerciais de mamoeiro tem sido efetuada
tradicionalmente por meio de sementes. A maioria das sementes das cultivares utilizada nas
regides produtoras de mamao ¢ proveniente de frutos de polinizagdo livre, sem controle
efetivo da polinizacdo. Desse modo, as cultivares sofrem variagdes na sua descendéncia,
causando descaracterizagdo dos genotipos, comprometendo a qualidade das lavouras (Drew,
1987; Costa & Pacova, 2003). Outra desvantagem ¢ a necessidade de se colocar de duas a trés
mudas por cova, tendo que fazer o desbaste das plantas apo6s o inicio do florescimento, em

torno de trés a quatro meses apos o plantio, quando se torna possivel a identificagdo do sexo
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das plantas, deixando uma planta por cova, preferencialmente hermafrodita, devido ao fruto
desta apresentar bom padrao comercial (Costa et al. 2003).

A propagacgdo vegetativa ¢ uma forma de multiplicar plantas de modo a manter as
caracteristicas genéticas das plantas-matrizes (S3o José & Marin, 1988). No entanto, para a
cultura do mamoeiro, a propagacao vegetativa (estaquia e enxertia) ndo ¢ utilizada em escala
comercial. Isto ocorre em fun¢do da pequena quantidade de brotos laterais produzidos pela
planta mae, em face da sua forte dominéncia apical (Modesto & Siqueira, 1981; Reuveni &
Shlesinger, 1990) e também devido a dificuldade de enraizamento das estacas (Grana Jr.,
2000).

Observadas as desvantagens na utilizacao de sementes, assim como as dificuldades
na propagag¢ao vegetativa por estaquia ou enxertia para o mamoeiro, a cultura de tecidos pode
constituir um método auxiliar na producdo eficiente de mudas de mamoeiro com alta
qualidade fitossanitaria e genética, além de produzir um grande numero de mudas
provenientes de um Unico explante.

Em mamoeiro € possivel o cultivo de segmentos apicais e gemas laterais de plantas
adultas (Drew, 1987; Vianna,1996), embora com limitagdes nos subcultivos in vitro. Uma
alternativa apropriada ¢ efetuar a multiplicagdo de segmentos apicais a partir de plantas
juvenis (Schmildt, 1994; Teixeira & Teixeira, 2004).

Normalmente, na micropropagacdo, os reguladores de crescimento constituem-se
numa primeira etapa a ser abordada, em que o modo de interagdo entre auxinas e citocininas €
freqlientemente dependente da espécie da planta e do tipo de tecido utilizado na cultura
(Coenen & Lomax, 1997). A auséncia na resposta a um regulador de crescimento ¢
freqlientemente um problema maior quando sdo utilizados explantes de plantas adultas, em
comparagdo com o material juvenil (Bonga & Vonaderkas, 1992).

A adigdo de reguladores de crescimento em meios de cultura tem o objetivo de suprir
possiveis deficiéncias dos teores endogenos de hormonios nos explantes que se encontram
isolados das regides produtoras da planta-matriz. As auxinas e as citocininas sao as classes de
reguladores de crescimento mais utilizadas na cultura de tecidos vegetais. A formacao de raiz,
parte aérea e calo em cultura de tecidos vegetais ¢ regulada pela disponibilidade e interagdo
destas duas classes de reguladores de crescimentos (Skoog & Miller, 1957; Hussey, 1978).

Os niveis e os tipos de reguladores de crescimento sdo de grande importancia nas
etapas de estabelecimento e multiplicagdo dos explantes em meios de cultura. Para explantes
de mamoeiro, uma das combinagdes mais utilizadas e eficazes para a fase de estabelecimento

¢ ANA (4cido oa-naftalenoacético) e Cinetina (6-furfurilaminopurina), e para a fase de
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multiplicacdo dos explantes, a combinagdo entre ANA e BAP (6-benzilaminopurina) (Litz &
Conover, 1977; Rajeevan & Pandey, 1986; Schmildt, 1994). As auxinas atuam na expansao ¢
alongamentos celulares, bem como na divisdo celular juntamente com as citocininas na
cultura de tecidos vegetais (Krikorian, 1991). De acordo com Hu & wang (1983), existem
diferengas entre as citocininas, onde o BAP ¢ importante para induzir a formagao de grande
numero de brotacdes e aumentar a taxa de multiplicagdio em muitos sistemas de
micropropagacdo, enquanto que a cinetina ndo promove brotagdes multiplas, havendo
somente o crescimento normal dos explantes.

O sistema de multiplicagdo por meio da proliferacdo das gemas axilares, utilizando
como explantes segmentos apicais de plantas juvenis pode constituir-se numa forma
alternativa para o estabelecimento e multiplicagdo do mamoeiro ‘Tainung 01°.

Este trabalho teve o objetivo determinar a melhor combinagdo de diferentes niveis
dos reguladores de crescimento ANA e Cinetina no meio MS, para o estabelecimento in vitro
de mamoeiro ‘Tainung 01°. Avaliou-se, também, o comportamento das plantulas até o quinto

subcultivo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo e laboratério de Biotecnologia
Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo, localizado
no municipio de Alegre, situada a uma altitude aproximada de 270 m e coordenadas
geograficas de 20°45° 48” S e 41° 31° 577 W (Espirito Santo, 1994).

Em casa de vegetacdo foram produzidas as plantas doadoras de explantes. A
semeadura foi feita em sacolas de polietileno pretas de 15 x 20 cm, com uma semente por
recipiente, utilizando-se mamoeiro ‘Tainung 01°, geragdo F;, contendo substrato constituido
de terrigo, areia e esterco bovino na propor¢ao de 3:1:1, respectivamente. O substrato foi
adubado com 0,2 kg de sulfato de amodnio, 0,2 kg de cloreto de potassio e 0,6 kg de
superfosfato simples para cada 150 litros da mistura. As plantas receberam uma pulverizagao
com o fungicida Metilthiofan a 0,5 g L™, dois dias antes da retirada dos explantes.

Os explantes utilizados foram segmentos apicais de plantas juvenis de mamoeiro
‘Tainung 01° com 10 semanas de idade e aproximadamente 5 mm de comprimento, obtidos de
plantas com altura entre 40 e 70 cm (Figura 1A). A desinfestacdo dos explantes foi feita em
camera de fluxo laminar horizontal, com alcool a 70% por 30 segundos ¢ hipoclorito de s6dio

a 1% por 15 minutos. Em seguida foram enxaguados por trés vezes com agua deionizada e
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autoclavada.

O meio de cultura de estabelecimento constituiu-se de sais e vitaminas de MS
(Murashige & Skoog, 1962) suplementado de 30 g L™ de sacarose, 7 g L™ de agar marca
Proquimios™ ¢ 100 mg L™ de mio-inositol ¢ reguladores de crescimento, constituindo os
tratamentos: ANA, nas concentragdes (0,093; 0,931 e 1,862 mg L'l), associados aos niveis de
Cinetina, (5,38; 10,76 e 21,52 mg L™"). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1
antes da adi¢do do agar. O meio foi distribuido em tubos de ensaio com dimensdo de 25 x 150
mm, contendo 20 ml por tubo, e autoclavado por 20 minutos a temperatura de 121°C e a
pressio de 1,05 kg cm™ Foi utilizado um explante por tubo e levados para sala de
crescimento sob lampadas fluorescentes fornecendo 25,2 umol m™” s™' de fluxos de fotons
fotossintéticos, 16 horas de fotoperiodo e temperatura de 27 + 2 °C, permanecendo nestas
condi¢des de cultivo por um periodo de 30 dias. Apos este periodo foram avaliadas as
porcentagens de culturas sobreviventes, reativas e massa fresca de calos, sendo consideradas
reativas as culturas que formaram roseta foliar. Para calcular a porcentagem de culturas
reativas foram utilizadas as culturas sobreviventes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando o esquema
fatorial 3x3 (3 niveis de auxina e 3 niveis de citocinina), com 3 repeticdes e a parcela
experimental foi constituida de 10 tubos de ensaio. Os tratamentos constaram da adi¢do ao
meio de cultura dos reguladores de crescimento auxina (ANA) e citocinina (Cinetina) nas
diferentes combinacdes dos niveis destes fatores. Os dados foram analisados por meio da
analise de variancia e as médias dos tratamentos representadas por analise estatistica
descritiva.

As culturas reativas foram recultivadas em meio de multiplicagdo, constituido de sais
e vitaminas de MS, suplementado de 30 g L' de sacarose, 7 g L' de agar marca Proquimios”,
100 mg L' de mio-inositol, 30 mg L™ de sulfato de adenina, 0,093 mg L' de ANA e 0,45 mg
L' de BAP. As condi¢des de ambiente de cultivo foram as mesmas utilizadas para o meio de
estabelecimento. Os tufos de ramos foram subcultivados a cada 30 dias, duranre 5 meses. O
meio foi colocado em frascos de capacidade de 240 ml, contendo 30 ml de meio de cultura.
Nesta fase, o experimento foi disposto em um delineamento inteiramente casualizado. Os trés
melhores tratamentos da fase de estabelecimento da cultura (0,093 ANA com 5,38 Cinetina;
0,931 ANA com 5,38 Cinetina; 1,862 ANA com 5,38 Cinetina) foram utilizados neste meio,
tendo avaliado o nimero de ramos aptos ao enraizamento (maiores que 5 mm) ao longo de 5

subcultivos. O experimento teve 7 repeti¢gdes por tratamento, e a parcela experimental foi
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constituida de 9 frascos. Os dados foram submetidos a analise de variancia e analise de

regressao.

Resultados e Discussao

Pelo resumo da andlise de variancia apresentado na Tabela 1, pode-se observar que
houve diferenca significativa para as médias de culturas sobreviventes para os diferentes
niveis de ANA e de Cinetina, 0 mesmo ndo ocorrendo para a interagdo entre os dois fatores.
As culturas sobreviventes sdo todas aquelas que ndo foram contaminadas por fungos e
bactérias e apresentam-se sem clorose ao final do experimento no meio de estabelecimento.
Observa-se, na Figura 1, que os melhores niveis de ANA e de Cinetina foram respectivamente
0,093 ¢ 538 mg L, atingindo aproximadamente 80% de explantes estabelecidos. Em
condi¢des experimentais semelhantes Rajeevan e Pandey (1983), obtiveram apenas 50% de
sobrevivéncia, trabalhando com a variedade ‘Coorg Honey Dew’. Resultados superiores
foram obtidos por Schmildt (1994), conseguindo 90% de sobrevivéncia para o hibrido

‘Tainung 01’ geragdo F, e, 92,5% para a variedade ‘Sunrise Solo Line 72/12°.

Tabela 1. Resumo da andlise de varidncia para a porcentagem de culturas sobreviventes,
porcentagem de culturas reativas e massa de calos de mamoeiro ‘Tainung 01°, apos 30 dias
em meio de estabelecimento com diferentes niveis de ANA e Cinetina

Quadrados médios

Fontes de G. L.
variagao Sobreviventes (%) Reativas (%) Calos (g)
ANA 2 725,9259* 1315,8880%** 1,8575%*
Cinetina 2 1403,7040%* 15400,8600** 1,4096*
ANA X Cinetina 4 81,4815™ 1544,0860%** 1,0289*
Residuo 18 188,8889 212,5678 0,2377
CV (%) 19,43 28,20 72,24

ns, ndo significativo, * e **, significativo a 5% e 1%, respectivamente pelo teste F.
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Figura 1. Porcentual de culturas sobreviventes de mamoeiro ‘Tainung 01°, apds 30 dias em
meio de estabelecimento contendo diferentes niveis de ANA (A) e Cinetina (B). (As barras
verticais indicam os erros padrdes da média).

Para a caracteristica culturas reativas, houve diferenga significativa para a interagdo
entre os fatores ANA e Cinetina (Tabela 1). A combinagdo de ANA e Cinetina de 0,093 e
5,38 mg L' proporcionou 100% de culturas reativas (Figura 2). Esses valores sdo superiores:
aos 40% observados por Rajeevan & Pandey (1986), tanto em explantes de plantulas quanto
em plantas adultas; aos 11% obtidos por Winnaar (1988) em explantes de plantas adultas; aos
37,5% encontrados por Schmildt (1994) com tecido juvenil; e aos 83,4% detectados por
Schmildt & Amaral (2002), utilizando explantes de plantulas de trés meses de idade. As
culturas reativas sdo todos aqueles explantes que formaram roseta foliar em meio de
estabelecimento, visiveis a olho nu a partir de 18 dias ap6s a inoculagdo nos tubos de ensaio.
A roseta foliar ¢ de grande importancia para a cultura na micropropagacao durante a fase de
estabelecimento, indicando haver uma adaptag¢ao dos explantes as condig¢des in vitro e isengao
de contaminantes, de modo que estas irdo propiciar reagao a aplicagdo de reguladores de
crescimento na fase seguinte, que ¢ a de multiplicacdo. Esta reatividade dos explantes pode

ser observada em alguns tratamentos utilizados, conforme a Figura 2A.
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Figura 2. Porcentual de culturas reativas de mamoeiro ‘Tainung 01°, apds 30 dias em meio de
estabelecimento contendo diferentes niveis de ANA e Cinetina. (As barras verticais indicam
os erros padrdes da média).

Na avaliacdo feita para massa de calos, houve diferenca significativa para a interacao
entre os fatores ANA e Cinetina (Tabela 1). A combinacdo de ANA e Cinetina que
proporcionou a menor massa de calo foi de 0,093 ¢ 5,38 mg L, verificando ser a mais
importante para a produgdo de clones que ¢ o objetivo do trabalho, € a combinacao que
proporcionou a maior massa de calo foi de 1,862 e 5,38 mg L™, sendo a mais indicada para os
trabalhos de micropropagacdo usando as vias organogenética e embriogenética indiretas
(Figura 3). Todavia, em condi¢des experimentais semelhantes, os resultados discordam
daqueles encontrados por Vianna (1996), onde ele obteve intenso calejamento ao combinar
5,38 mg L™ de Cinetina com 0,093 mg L' de ANA utilizando plantas adultas.

Segundo Torres & Caldas (1990), calo ¢ uma massa de células ndo organizadas, em
crescimento desordenado e irregularmente diferenciadas. A maior possibilidade de variagdes
somaclonais a partir de calo pode ser importante para os trabalhos de melhoramento de
plantas, mas indesejavel na clonagem de plantas através do cultivo in vitro. De acordo com
Grattapaglia & Machado (1998), o ANA ¢ muito utilizado em meio de estabelecimento, mas,

se adicionado em concentragdes pouca acima das 6timas, pode estimular a formagao de calo.
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Figura 3. Massa de calos de mamoeiro ‘Tainung 01°, apoés 30 dias em meio de
estabelecimento contendo diferentes niveis de ANA e Cinetina. (As barras verticais indicam
os erros padrdes da média).

Os tratamentos da fase de estabelecimento que proporcionaram as maiores
porcentagens de explantes reativos foram utilizados na fase de multiplicagdo. Esses
tratamentos foram os que continham 5,38 mg L™ de Cinetina e as combinagdes de ANA de
0,093 mgL", 0,931 mgL"' e 1,862 mg L™ (Figura 2).

Os melhores tratamentos da fase de estabelecimento, usados na multiplicagdo foram
significativos para os subcultivos (Tabela 2). Avaliando-se o desenvolvimento dos explantes
durante 5 subcultivos in vitro, verificou-se que a combinacao dos niveis considerada ideal na
fase de estabelecimento da cultura foi de 0,093 e 5,38 mg.L'1 de ANA e Cinetina,
respectivamente, mantendo-se a uma taxa de multiplicagdo constante de 5,288:1.
Comportamento semelhante foi observado na combinagio de 1,862 mg L' de ANA ¢ 5,38 mg
L' de Cinetina, apresentando uma taxa de multiplicagio constante, porém muito baixa
(2,432:1). Enquanto que 0,931 mg L' de ANA combinado com 5,38 mg L™ de Cinetina
apresentou uma taxa de multiplicacdo boa no primeiro subcultivo, decaindo posteriormente,
ndo sendo interessante para a multiplicagdo dos explantes in vitro (figura 4). Em trabalho
reportado por Saha et al. (2004), utilizando diferentes variedades de mamao e em diferentes
meios contendo BAP e ANA, obtiveram resultados superiores a uma taxa de multiplicacao de
8,3:1, para a variedade ‘Washington’, e para as outras variedades esta taxa foi de 6,16:1, 5,9:1
e 4,14:1, para ‘Co-5’, ‘Madhur’ e ‘Pusa Dwarf’, respectivamente, o que assemelha aos
encontrados neste trabalho. Porém, os autores ndo identificaram quantos subcultivos foram

utilizados.
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Tabela 2. Resumo da andlise de varidncia da taxa de multiplicagdo dos 3 melhores
tratamentos da fase de estabelecimento de mamoeiro ‘Tainung 01°, ao longo de 5 subcultivos
em meio de multiplicacio

Quadrados médios

Fontes de (0,093 mg L ANA) (0,931 mgL"' ANA) (1,862 mg L™ ANA)
variagao G. L. X X |
+(538mgL"'CIN) +(538mgL"'CIN) +(538mgL"CIN)
Subcultivos 4 2,1474* 15,2410%* 0,7489%*
Residuo 30 0,7978 1,2424 0,2221
CV (%) 16,88 26,62 19,36

* ** Significativo a 5% e 1%, respectivamente pelo teste F.
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Figura 4. Taxa de multiplicagdo do mamoeiro ‘Tainung 01°, durante 5 subcultivos, em meio
de multiplicagao.

Conclusoes

O melhor resultado para a fase de estabelecimento in vitro de segmentos apicais de
mamoeiro ‘Tainung 01’ ¢ obtido com ANA e Cinetina nos niveis de 0,093 e 5,38 mg L'l,
respectivamente.

A taxa de multiplicagdo dos explantes nos subcultivos ¢ influenciada pelos niveis de

ANA e Cinetina utilizados na fase de estabelecimento da cultura.
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CAPITULO 2

Multiplicacao in vitro de ramos de mamoeiro ‘Tainung 01’ em diferentes niveis de
sulfato de adenina
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Resumo — Este trabalho teve o objetivo de avaliar diferentes niveis de sulfato de adenina (0;
30; 60; 90; 120 e 150 mg L") em meio de multiplicagio MS, associado a retirada ou ndo das
folhas formadas em meio de estabelecimento. Foram utilizados segmentos apicais de
brotagdes laterais de plantas juvenis de mamoeiro ‘Tainung 01’ com 14 semanas de idade. Ao
final do quarto subcultivo, avaliou-se a massa fresca da parte aérea, nuimero de ramos aptos (>
5 mm) e ndo aptos (< 5 mm) ao enraizamento, € o aspecto visual dos tufos de ramos. As
melhores respostas para o nimero de ramos aptos ao enraizamento foram encontradas na
presenca das folhas, para os tratamentos 0, 30; 60 ¢ 90 mg L' de sulfato de adenina.
Recomenda-se utilizar 30 mg L™ de sulfato de adenina no meio de multiplicagdo pela
qualidade e homogeinidade das partes aéreas obtidas, com ramos alongados e peciolos longos,

com bom padrao para o enraizamento.

Termos para indexacao: Carica papaya L., folhas, micropropagacao.
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In vitro multiplication the shoot the papaya tree ‘Tainung 01’ in different levels of
adenine sulfate

Abstract - This work had the objective to evaluate different levels of adenine sulfate (0; 30;
60; 90; 120 and 150 mg L'l) in MS multiplication medium, associate to the retreat or not of
the leaves formed in establishment medium. Apical sections 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 mass of the aerial part, the number of capable shoots
(> 5 mm) and no capable (< 5 mm) to the promoting root formation, and the visual aspect of
the tufts of shoots. The best answers for the number of capable shoots to the promoting root
formation were found in the presence of the leaves, for the treatments 0, 30; 60 and 90 mg L
of adenine sulfate. It is recommended to use 30 mg L-1 of adenine sulfate in multiplication
middle for the quality and homogeneity of the obtained aerial parts, with prolonged shoots

and long petiole, with good pattern for subsequent promoting root formation.

Index terms: Carica papaya L., leaves, micropropagation.

Introducio

A propagacdo vegetativa in vitro ¢ também denominada de micropropagaciao por
causa do tamanho dos propagulos utilizados. Murashige (1974) dividiu os sistemas de
propagacdo em trés estadios, onde o estddio II ocorre a multiplicacio dos propagulos
mediante sucessivos subcultivos em meio proprio para a multiplicagdo. Nesta fase o principal
objetivo ¢ produzir o maior nimero de ramos possivel no menor espago de tempo, com uma
taxa satisfatoria, com o minimo de variagdo de explante para explante. Além disso, a
qualidade e homogeinidade das partes aéreas produzidas vao determinar o sucesso na fase
seguinte de enraizamento (Grattapaglia & Machado, 1998), sendo que o tamanho dos ramos
submetidos ao enraizamento também tem importancia (Bhojwani & Razdan, 1983).

O cultivo in vitro de tecidos de mamoeiro apresenta diversos fatores afetando o
sistema, tais como: sexo, clone, idade da planta, época de coleta dos explantes, tipo de
explante, infeccdes sistémicas, além de fatores relacionados a composi¢do do meio de cultura
e as condi¢des da cultura (Oliveira et al., 1996). Varios trabalhos realizados com mamoeiro
utilizaram segmentos apicais ¢ gemas laterais para a obtengdo de plantas clonais, porém

nenhum deles especifica a retirada ou nao das folhas da roseta foliar durante o recultivo dos
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explantes do meio de estabelecimento para o meio de multiplicagdo. A presen¢a ou nao das
folhas, pode alterar o balanco hormonal entre auxinas e citocininas, além da producao de
fotoassimilados, e consequentemente afetar o crescimento e o desenvolvimento das plantulas.
A formagdo da raiz, parte aérea e calo em culturas de tecidos vegetais ¢ regulada pela
disponibilidade e interacdo destas duas classes de reguladores de crescimento (Skoog &
Miller, 1957; Hussey, 1978). Segundo Taiz & Zaiger (2004), a biossintese de auxina AIA
(Acido 3-indolilacético) esta associada aos tecidos com rapida divisdo celular, especialmente
nas partes aéreas com meristemas apicais, as folhas jovens, os frutos e as sementes em
desenvolvimento.

As citocininas sdo derivadas da base nitrogenada adenina, sendo que seus efeitos
fisiolégicos na planta estdo relacionados com a divisdo, o alongamento, a diferenciacdao
celular, o retardamento da senescéncia, a dominancia apical, a germinagdo e a quebra de
dorméncia de sementes (Crocomo & Cabral, 1988). A adi¢do de adenina na forma de sulfato
de adenina (SA) ¢ muito utilizada em meios de cultura de tecidos, sendo que seu efeito pode
ser comparado ao de uma citocinina fraca ou ainda haver uma interagdo com as proprias
citocininas no meio (Caldas et al.,1998). O sulfato de adenina foi usado em meio de
multiplicagdo de mamoeiro por Cohen & Cooper (1982), Rajeevan & Pandey (1986) e por
Saha et al. (2004). Também foi utilizado para aumentar a taxa de multiplicagdo in vitro de
bananeira (Menegucci et al., 1993). Segundo George & Sherrington (1984), o sulfato de
adenina parece estimular a proliferagdo de ramos, principalmente em combinagdes com
citocininas.

O presente trabalho teve o objetivo de estudar a multiplicagdo in vitro de mamoeiro
‘Tainung 01°, por meio da utilizagcdo de diferentes niveis de sulfato de adenina, associado a

remocao ou ndo das folhas formadas no meio de estabelecimento.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no laboratério de Biotecnologia Vegetal e em casa de
vegetacdo 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, conforme
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proposto por Marim et al. (1987), contendo uma semente em cada sacola. As mudas
receberam uma pulverizacio com o fungicida metilthiofan a 0,5 g L', dois dias antes da
retirada dos explantes. Segmentos apicais de brotagdes laterais de aproximadamente 5 mm de
comprimento de mamoeiro ‘Tainung 01" provenientes da gera¢do F;, com 14 semanas de
idade foram utilizados como explantes iniciais.

No laboratorio, os explantes foram desinfestados em camara de fluxo laminar
horizontal por 30 segundos em alcool a 70% e 15 minutos com hipoclorito de sddio 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 & Skoog, 1962), suplementado de 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-
inositol, 0,093 mg L' de ANA (4cido o-naftalenoacético) e 5,380 mg L"' de Cinetina (6-
furfurilaminopurina) e solidificado com 7 g L' de agar da marca Proquimi0s®. O pH foi
ajustado para 5,7 = 0,1 antes da adigdo do agar. O meio de cultura foi distribuido em tubos de
ensaio de dimensoes de 25 x 150 mm, contendo 20 ml por tubo, e autoclavado por 20 minutos
a temperatura de 121 °C e a pressido de 1,05 kg cm™. O ambiente da cultura constituiu-se de
bancadas em sala de cultivo com lampadas fluorescentes tipo luz do dia, fornecendo 25,2
umol m™ s™' de fluxo de fotons fotossintéticos, com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de
27 + 2 °C, permanecendo nestas condi¢des por 30 dias.

O meio de multiplicag@o foi constituido de sais e vitaminas MS, suplementado de 30
g L' de sacarose, 100 mg L' de mio-inositol, 0,093 mg L' de ANA ¢ 0,45 mg L' de BAP (6-
benzilaminopurina) e solidificado de 7 g L' de agar proquimios®. Utilizou-se delineamento
inteiramente casualizado num esquema fatorial com dois fatores (sulfato de adenina e folhas).
O sulfato de adenina foi usado em seis niveis (0, 30, 60, 90, 120, 150 mg L'l), e o fator folhas
referiu-se a remog¢do ou ndo das folhas expandidas que constituem a chamada roseta foliar
formada em meio de estabelecimento. Cada tratamento teve 4 repeticdes, e a parcela
experimental foi constituida de 6 frascos. Utilizou-se 30 ml de meio de cultura em frascos de
capacidade de 240 ml. As condi¢des de cultivo da cultura foram as mesmas adotadas para o
estabelecimento da cultura. Os tufos de ramos foram subcultivados em tufos menores a cada
30 dias, até o quarto subcultivo, conforme Schmildt (1994).

No final do quarto subcultivo avaliou-se a massa fresca da parte aérea, o numero de
ramos aptos (= 5 mm) e ndo aptos (< 5 mm) ao enraizamento, e também o aspecto visual dos
tufos de ramos, através de uma classificagdo conforme utilizada por Cohen & Cooper (1982) e
por Rajeevan & Pandey (1983).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia. As médias do fator
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qualitativo (folhas) foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, e as
médias do fator quantitativo (niveis de sulfato de adenina) analisados por meio da anélise de

regressao ou estatistica descritiva.

Resultados e Discussao

Pelo resumo da andlise de variancia, pode-se observar que para a varidvel massa
fresca de parte aérea ndo houve diferenca significativa para a interagdo entre sulfato de
adenina (SA) e folhas, havendo, no entanto diferenca significativa para cada fator isolado
(Tabela 1). As melhores médias referentes a massa fresca da parte aérea foram observados nos
niveis de 0 e 30 mg L™ de sulfato de adenina, havendo redugdo com niveis acima deste valor
(Figura 1). Leshem et al. (1988) salientam que o uso de citocinina em meio de multiplicacao
estimula maior produg¢do de parte aérea e que, no entanto, seu excesso pode ser toxico

prejudicando a formagdo de brotagdes.

Tabela 1. Resumo da andlise de varidncia para a massa fresca da parte aérea, numero de
ramos aptos e ndo aptos ao enraizamento de mamoeiro ‘Tainung 01°, apds 30 dias em meio
de multiplicag¢dao, com diferentes niveis de sulfato de adenina (SA), com a remog¢ao ou nao de
folhas no recultivo

Quadrados médios

Fontes de variagao G- L Massa fresca parte N°de N°de
aérea (g) ramos ramos nao
(SA) 5 1,0849" 16,7612" 63,9730
Folhas 1 5,9080" 70,2284" 17,7268"
(SA) x Folhas 5 0,0998™ 8,0688" 9,8433"
Residuo 36 0,1015 1,4628 2,2299
CV (%) 12,57 21,95 23,40

ns, ndo significativo, ** , significativo a 1% pelo teste F.
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Figura 1. Massa fresca da parte aérea de mamoeiro ‘Tainung 01°, em funcao dos niveis de
sulfato de adenina, apds 30 dias em meio de multiplicagdo. (As barras verticais indicam os
erros padroes da média).

Na tabela 2, observa-se que a presenca das folhas no recultivo dos explantes do meio
de estabelecimento para o meio de multiplicagdo, proporcionou o melhor resultado para a
massa fresca da parte aérea ao final do quarto subcultivo (2,88 g). Estes resultados estdo de
acordo com as informagdes de Torres et al. (1998) que explicam que os primdrdios foliares
sdo fontes de substancias organicas essenciais que favorecem o crescimento de segmentos
apicais em culturas. Dentre estas substancias estd a auxina AIA (Acido 3-indolacético) cuja
biossintese estd associada aos tecidos de rapida divisdo celular, especialmente das partes

acreas (Taiz & Zaiger, 2004).

Tabela 2. Massa fresca da parte aérea de mamoeiro ‘Tainung
01°, apos 30 dias em meio de multiplicacdo, com a remogao ou
nao das folhas no recultivo

Folhas Massa fresca parte aérea (g)
Com folhas 2,88 a
Sem folhas 2,18b

Médias diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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O resumo da analise de variancia (Tabela 1) demonstra que ha diferenca significativa
para a interacao entre os fatores sulfato de adenina e folhas, para as caracteristicas, nimero de
ramos aptos e numero de ramos ndo aptos ao enraizamento. Na cultura de tecidos o tamanho
dos ramos obtidos durante a etapa de multiplicagdo ¢ importante para o sucesso da fase
seguinte de enraizamento. Miller & Drew (1990) verificaram que o tamanho ideal dos ramos
de mamoeiro era o de 5 mm de comprimento, abaixo do qual os ramos nao enraizavam.

Observa-se, na Figura 2, que os melhores resultados foram alcangados com os niveis
de 0; 30; 60 ¢ 90 mg L™, sem a remogao das folhas no recultivo das plantulas proporcionando
o maior numero de ramos aptos ao enraizamento no final do quarto subcultivo. Esses
resultados discordam dos obtidos por Cohen & Cooper (1982) que obtiveram aumento da taxa
de multiplicagio de ramos de mamoeiro com a adigdo de sulfato de adenina até 80 mg L.
Resultados semelhantes a este trabalho foram alcangados por Vianna (1996) ao utilizar
segmentos apicais de mamoeiro adulto, com os tratamentos E (0,5 mg L' BAP + 0,1 mg L™
ANA), F (0,5 mg L' BAP + 0,1 mg L ANA +30 mg L' SA) ¢ G (0,5 mg L BAP + 0,1 mg
L' ANA + 160 mg L™ SA), verificando que os explantes dos tratamentos E e F de um modo
geral apresentavam bom aspecto, com folhas verdes escuras, sem hiperhidricidade e boa taxa
de multiplicacio, enquanto que a alta concentragio de 160 mg L™ de sulfato de adenina
proporcionaram efeito contrario. Os niveis de 120 e 150 mg L' de sulfato de adenina
combinado com a retirada ou ndo das folhas rudimentares no recultivo dos explantes, ndo sdo
interessantes em fun¢do do nimero reduzido de ramos (Figura 2). Cohen & Cooper (1982)
obtiveram resultados semelhantes, com redu¢do da taxa de multiplicagdo quando o sulfato de
adenina foi usado acima de 80 mg L. Saha et al. (2004) também utilizaram sulfato de
adenina em meio de multiplicagdo, no entanto ndo discutiram o efeito do mesmo na

proliferagdo dos ramos.
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Figura 2. Numero de ramos aptos ao enraizamento (> 5 mm) de mamoeiro ‘Tainung 01°,
apods 30 dias em meio de multiplicagdo, em fun¢do dos niveis de sulfato de adenina, com a
remocao ou ndo das folhas no recultivo. (As barras verticais indicam os erros padrdes da
média).

Pela Figura 3, observa-se que o nimero de ramos ndo aptos ao enraizamento foi
maior com a ndo utilizagdo de sulfato de adenina, e foi decaindo linearmente com a utilizacao
destes na presenca das folhas. Como o nimero de ramos foi maior sem adicionar o sulfato de
adenina ao meio de multiplicacdo, apresentando-se com tamanho inferior a 5 mm de
comprimento, isto sugere que estes ramos sejam subcultivados para um meio proprio de
alongamento, antes do meio de enraizamento, visto que as partes aéreas pequenas nao
enraizam bem (Miller & Drew, 1990; Vianna, 1996). Segundo Grattapaglia & Machado
(1998) além do aspecto de eficiéncia, a fase de alongamento ¢ antieconomica por demandar
mao de obra adicional que nao resulta em multiplicagdo, e sim, num simples ajuste da cultura.
Os ramos ndo aptos ao enraizamento também foram em maior niimero com a nao utilizagao

do sulfato de adenina no meio de multiplicacdo, com a remocgao das folhas (Figura 3).
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Figura 3. Numero de ramos ndo aptos ao enraizamento (< 5 mm) de mamoeiro ‘Tainung 01°,
ap6s 30 dias em meio de multiplicagdo, em funcao dos niveis de sulfato de adenina, com a
remocao ou ndo das folhas no recultivo.

Na avaliacdo das caracteristicas de nimero de ramos aptos ao enraizamento,
constatou-se que, na presencga das folhas, o nimero de ramos foi superior nos niveis de 0; 30;
60 ¢ 90 mg L' (Tabela 3). Para o numero de ramos ndo aptos, a presenca de folhas no
recultivo associado a adi¢ao de sulfato de adenina foi superior em todos os niveis de sulfato
de adenina utilizado, exceto para o nivel zero (Tabela 3). Como j& mencionado anteriormente,
as folhas sdo importantes para o bom crescimento dos explantes, portanto ao avaliar os ramos
aptos ao enraizamento aconselha-se ndo retirar estas folhas durante o recultivo dos explantes.
Para o aproveitamento dos ramos nao aptos ao enraizamento, a melhor opgao ¢ também a nao
retirada destas folhas, visto que ndo houve diferenga estatistica com a retirada das mesmas,

com a nao utilizacao de sulfato de adenina.
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Tabela 3. Numero de ramos aptos € nao aptos ao enraizamento de mamoeiro ‘Tainung
01°, apds 30 dias em meio de multiplicacdo, em fun¢do dos niveis de sulfato de adenina,
com a remog¢ao ou ndo das folhas no recultivo

Sulfato de N° de ramos N° de ramos
Adenina (mg L) aptos (= 5 mm) ndo aptos (< 5 mm)
& Com folhas Sem folhas Com folhas Sem folhas

0 8,58a 5,85b 11,87a 12,04a
30 7,11a 4,85b 7,43a 3,54b
60 8,83a 3,50b 6,52a 5,21b
90 7,80a 4,25b 6,73a 4,75b
120 3,71a 2,52a 5,16a 2,52b
150 4,29a 4,83a 421a 6,58b

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

A tabela 4 mostra o padrao dos tufos de ramos, através da classificacao, conforme
utilizada por Cohen & Cooper (1982) e Rajeevan & Pandey (1983), com o objetivo de avaliar
melhor a qualidade das partes aéreas produzidas, visto que, além do comprimento dos ramos e
a taxa de multiplicagdo, o padrdo dos ramos também sdo importantes para a obtencdo do
sucesso do enraizamento em meio proprio de cultura.

Observa-se na classificagdo que a ndo utilizacdo de sulfato de adenina no meio de
multiplicagdo, propiciou gemas e ramos reduzidos e compactos, ndo sendo interessante como
j& mencionado anteriormente, pois estes ramos nao enraizam bem. O melhor padrao das partes
aéreas foi obtido com a utilizacao de 30 e 60 mg L de sulfato de adenina, sem a remogdo das
folhas da roseta foliar no recultivo dos explantes, proporcionando ramos alongados com
peciolos longos. No entanto, a melhor massa fresca da parte aérea foi obtida com a utilizagao
de 30 mg L de sulfato de adenina (Figura 1), sendo, portanto este nivel adequado para
adicionar ao meio de multiplicagdo. A Figura 3A mostra a formacdo das brotacdes de
mamoeiro ‘Tainung 01°, com detalhe dos novos ramos ao utilizar 30 mg L™ de sulfato de
adenina. Os niveis de 120 e 150 mg L' de sulfato de adenina utilizados no meio de
multiplicagdo ndo proporcionou um bom padrdo para os ramos, onde estes, apresentaram-se

largos e com lamina foliar expandida, caracterizando a presenca de hiperhidricidade.
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Tabela 4. Aspecto visual dos tufos de ramos de mamoeiro
‘Tainung 01°, apds 30 dias em meio de multiplicagdo, em
funcdo dos niveis de sulfato de adenina, com a remog¢ao ou nao
das folhas no recultivo

Sulfato de Aspecto visual
Adenina (mg L™) Com folhas Sem 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
150 3.7 3,7

Aspecto visual: Obtido pela média de trés frascos de cultura por tratamento
conforme Cohen & Cooper (1982) e Rajeevan & Pandey (1983):

1 - Gema e ramos reduzidos e compactos

2 - Alguns ramos de peciolos expandidos

3 - Ramos alongados com peciolos longos

4 - Ramos largos com lamina foliar expandida

Conclusoes

A presenga das folhas da roseta foliar formada em meio de estabelecimento ¢
benéfica a multiplicagdo dos ramos.

O melhor padrao para os ramos ¢ obtido em meio de multiplicagdo contendo 30 mg
L' de sulfato de adenina.

O sulfato de adenina prejudica a taxa de multiplicacdo dos ramos.
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CONCLUSOES GERAIS

O melhor resultado para a fase de estabelecimento in vitro de segmentos
apicais de mamoeiro ‘Tainung 01’ é obtido com ANA e Cinetina nos niveis de 0,093
e 5,38 mg L'1, respectivamente.

A taxa de multiplicagdo dos explantes nos subcultivos € influenciada pelos
niveis de ANA e Cinetina utilizados na fase de estabelecimento da cultura.

A presenca das folhas da roseta foliar formada em meio de estabelecimento
€ benéfica a multiplicacdo dos ramos.

O melhor padréo para os ramos € obtido em meio de multiplicagdo contendo
30 mg L™ de sulfato de adenina.

O sulfato de adenina prejudica a taxa de multiplicagdo dos ramos.



ANEXO
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Figura 1A — Plantas doadoras de explantes de mamoeiro ‘Tainung 01’ produzidas
em casa de vegetagdo. CCAUFES, Alegre, ES, 2005.



45

Figura 2A — Explantes de mamoeiro ‘Tainung 01’, apdés 30 dias em meio de
estabelecimento, com diferentes niveis de ANA e Cinetina (CIN) em
mg L™ (A = 0,093 ANA + 538 CIN; B = 0,093 ANA + 10,76 CIN; C =
0,093 ANA + 21,52 CIN; D = 0,931 ANA + 5,38 CIN; E = 0,931 ANA +
10,76 CIN; F = 0,931 ANA + 21,52 CIN; G = 1,862 ANA + 5,38 CIN; H
= 1,862 ANA + 10,760 CIN; | = 1,862 ANA + 21,52 CIN). CCAUFES,
Alegre, ES, 2005.
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Figura 3A — Brotagbes de mamoeiro ‘Tainung 01’ em meio de multiplicagdo com
utilizagdo de 30 mg L™ de sulfato de adenina (A = no frasco de cultivo;
B = ampliagdo mostrando detalhes dos novos ramos sendo formados).

CCAUFES, Alegre, ES, 2005.



