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RESUMO 

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA OBTENÇÃO DE 

MAMOEIRO RESISTENTE À MANCHA ANELAR E MELEIRA 

Mamão (Carica Papaya L.) é uma frutífera cultivada em regiões tropicais e 

subtropicais, conhecida pelos seus benefícios nutricionais e pela aplicação medicinal da 

papaína que é uma enzima proteolítica valiosa. As viroses constituem um dos principais 

fatores limitantes para a expansão da cultura, com destaque para o vírus da mancha 

anelar (Papaya ringspot virus, PRSV) e o vírus da meleira (Papaya meleira vírus, 

PMeV). A utilização da técnica de silenciamento gênico por RNA interferente (RNAi) é 

uma estratégia viável para a obtenção de mamoeiro resistente a múltiplas viroses (PRSV 

e PMeV). Os objetivos desse trabalho foram o desenvolvimento de metodologia para 

obtenção de linhagens de mamoeiros resistentes aos vírus (PRSV e PMeV) utilizando a 

estratégia de RNAi. Para tal, embriões zigóticos da variedade Sunrise Solo foram 

cultivados em meio MS suplementado com 2,4- D para indução de embriogênese 

somática, e em meio MS suplementado com TDZ para indução de organogênese. 

Ambos explantes induzidos foram bombardeados com o plasmídeo pAPRNAi2, que 

contêm o cassete de RNAi para os dois vírus. A seleção das células embriogênicas e 

organogênicas transformadas por biobalística foi realizada por subcultivos sucessivos 

em meio contendo o herbicida glifosinato de amônio (GA), que resultou em embriões 

somáticos e brotos resistentes. A análise da expressão da enzima PAT (Phosphinotricina 

Acetil Transferase) pelo imuno teste de fluxo lateral confirmou a natureza transgênica 

do material bombardeado resistente ao GA. Embriões somáticos resistentes foram 

regenerados em meio de maturação e germinação, sem o agente seletivo, e após o 

enraizamento as plântulas foram aclimatadas. Enquanto que os brotos resistentes a 

glifosinato estão sendo induzidos para enraizamento e serão futuramente aclimatados 

em casa de vegetação. Ambas as estratégias foram viáveis para introdução de genes 

exógenos em células de mamoeiro. 

Palavras-chave: Embriogênese somática, organogênese, transformação genética, 

regeneração, cultura in vitro, resistência a herbicida, embrião zigótico imaturo. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas (FAOSTAT, 2013) e o segundo maior 

produtor mundial de mamão (Carica Papaya L.), perdendo somente para a Índia 

(ANUÁRIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2013). Em nível nacional, temos 

como grandes destaques o estado da Bahia, responsável por 45% da produção nacional 

de mamão, seguido pelo Espírito Santo responsável por 32% da produção brasileira 

(IBGE/PAM, 2012). 

Carica Papaya L. pertence à família Caricaceae e é uma árvore frutífera cultivada 

em regiões tropicais e subtropicais (RAMASWAMY et al., 2010) de rápido 

crescimento, capaz de produzir durante o ano todo (MURAYAMA, 1986). Essa cultura 

tem uma grande importância social e elevada expressão econômica 

(MURAYAMA,1986), conhecida por seus benefícios nutricionais e variáveis aplicações 

medicinais (MALABADI et al., 2011).  

Os principais problemas que afetam a cultura do mamoeiro decorrem de sua 

susceptibilidade a pragas e doenças (OLIVEIRA et al., 1996), principalmente às viroses 

que causam grandes perdas na produção (LIMA et al., 2001). Os vírus causadores da 

mancha anelar (Papaya ringspot virus - PRSV) e causador da meleira (Papaya meleira 

virus - PMeV) constituem um dos maiores entraves para a produção e implantação de 

novos pólos produtores (DANTAS & MORALES, 1996). 

Fontes de resistência genética natura no germoplasma de Carica papaya ainda são 

desconhecidas, e os híbridos interespecíficos são estéreis e inviáveis agronomicamente 

(VILARINHOS et al., 1996). Ferramentas biotecnológicas estão sendo utilizadas para 

favorecer o melhoramento genético do mamoeiro; dentre elas a transformação genética 

via biobalística vem sendo utilizada para o desenvolvimento de variedades resistentes a 

viroses (OLIVEIRA et al.,1996). 

Em 1985 começaram a ser feitas pesquisas para o desenvolvimento de mamoeiro 

geneticamente modificado com resistência ao vírus PRSV, e em 1991 foi desenvolvida 

a primeira linhagem de mamoeiro transgênico, denominada de 55-1, que foi usada para 

criar as cultivares SunUp e Rainbow resistentes ao PRSV, que foram liberados 

comercialmente em 1998. Em 2010 mais de 70 % da área voltada para o cultivo do 

mamoeiro foi destinado para o plantio das cultivares transgênicas, que estão sendo 
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cultivadas e consumidas no Havaí, nos países do Estados Unidos, no Canadá, e 

atualmente no Japão (GONSALVES et al., 2010, GONSALVES et al., 2004).  

As cultivares Rainbow e SunUp, resistentes ao PRSV com  proteção mediada pelo 

gene da capa protéica (cp), foram eficientes no Havaí, embora em outras regiões a 

resistência não foi eficiente e plantas foram susceptíveis, devido à alta especificidade 

dos isolados do PRSV (GONSALVES et al., 2004).  O silenciamento gênico pós-

transcricional via RNA interferente é uma estratégia viável para a produção de plantas 

resistente à vírus (ARAGÃO et al., 2013), devido a degradação de sequências 

específicas do RNA viral (DOUGHERT & PARKS, 1995).   
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2. OBJETIVOS 

 

Os objetivos deste trabalho foram o desenvolvimento de novo protocolo para obtenção 

de linhagens de mamoeiro resistentes aos vírus, PRSV e PMeV, via RNA interferente 

(RNAi), por meio de transformação genética via biobalística, utilizando os sistemas de 

embriogênese somática e organogênese. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1  Aspectos gerais da cultura Carica papaya L. 

O mamoeiro pertence ao grupo das Angiospermas, Classe Dycotiledoneae, Ordem 

Violales, Família Caricaceae, que é dividida em seis gêneros, com 35 espécies. A 

espécie Carica papaya L. é a mais importante comercialmente, pertencente ao gênero 

Carica, que tem seu centro de origem na América Central ao Noroeste da América do 

Sul, apresentando maior diversidade no México e na Bacia Amazônica Superior 

(PEREIRA, et al., 2009). 

Carica papaya L. é uma planta típica de regiões tropicais e subtropicais, que 

apresenta rápido crescimento, com produção de frutos a partir de oito a dez meses após 

o transplante para o campo (YEH & GOLSALVES, 1994), com o pico de produção 

entre três a cinco anos (MARIN & SILVA, 1996). 

O sistema radicular é pivotante e o caule, geralmente, é cilíndrico, único, sem 

ramificações, verde, com cicatrizes proeminentes deixadas pelas folhas, que são 

palmilobadas, longamente pecioladas e possuem nervuras salientes. Os frutos são bagas, 

com variação no tamanho e na cor da polpa, que podem ser amareladas, alaranjadas ou 

avermelhadas, e no seu interior encontram inúmeras sementes, rugosas cobertas com 

sarcotesta e uma capa interna escura, chamada de esclerotesta, também conhecida como 

endotesta (MANICA, 1982). 

As inflorescências do mamoeiro podem apresentar flores femininas, masculinas e 

hermafroditas, e os frutos possuem uma forma característica para cada tipo de flor, em 

que a hermafrodita é mais desejada para a produção de frutos comerciais.  

 

3.2  Importância econômica e social 

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas, com produção aproximada de 38.793 

mil toneladas em 2010 (FAOSTAT, 2013). A fruticultura brasileira é uma atividade 

promissora devido às condições edafo-climáticas favoráveis e a disponibilidade de áreas 

agricultáveis, que pode ser potencializado pelo aumento de tecnologias de produção, 

que possibilitam o aumento de produtividade e competitividade (LIMA et al., 2001).  

O mamão (Carica papaya L.) é uma cultura com importância social e econômica, 

conhecida por seus benefícios nutricionais e variáveis aplicações medicinais 
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(MALABADI et al., 2011).  A fruta é rica em vitamina A, vitamina C, potássio, folato, 

niacina, tiamina, riboflavina, ferro e cálcio. Os frutos, caules, raízes e folhas são 

utilizados em variáveis aplicações médicas, inclusive para a produção de papaína, que é 

uma enzima proteolítica valiosa (MING et al., 2008). 

O Brasil é o segundo maior produtor mundial, após a Índia (ANUÁRIO 

BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2013). Segundo dados coletados pelo IBGE a 

produção anual brasileira de mamão no ano de 2012 foi de 1.517.696 toneladas, com 

32.901 hectares destinados ao plantio. O Brasil é um dos principais produtores de 

mamão, com destaque para a região Nordeste que representou 60,45% da quantidade 

produzida, seguida pelo Sudeste (36,202%), Norte (2,74%), Centro Oeste (0,369%) e 

Sul (0,235%). 

Os estados da Bahia e Espírito Santo são responsáveis por 77% da produção total 

brasileira, sendo a Bahia responsável por 45% e o Espírito Santo por 32% (IBGE/PAM, 

2012).  

 

3.3 Principais problemas na produção do mamoeiro- viroses  

Diversos fatores têm limitado o desenvolvimento da cultura do mamoeiro, como sua 

natureza dióica, heterozigose e problemas fitossanitários (ABREU et al.,2011). 

Problemas relacionados às doenças e pragas são os principais fatores que limitam o 

desenvolvimento da cultura, com destaque para viroses, que podem causar grandes 

danos econômicos com perda na qualidade dos frutos e redução na produtividade, até a 

completa destruição da lavoura, inviabilizando o cultivo em algumas áreas (REZENDE 

& FACELLI, 1997). 

Os principais vírus que infectam o mamoeiro no Brasil são o vírus da mancha anelar 

(Papaya ringspot virus, PRSV) e o vírus da meleira (Papaya meleira virus, PMeV). O 

PRSV é a doença de maior importância econômica e de maior distribuição geográfica, 

com a primeira ocorrência relatada no Havaí, mas já registrada em vários países 

tropicais e sub-tropicais em que o mamoeiro é cultivado, inclusive nos territórios 

brasileiros (NAKASONE, 1980).  

No Brasil, o primeiro relato da doença foi feito em São Paulo no ano de 1969 

(COSTA et al., 1969) e no Nordeste a identificação do vírus se deu na década de 70 

(LIMA & GOMES, 1975). O vírus causa danos econômicos em várias regiões, sendo 
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que em algumas regiões o cultivo do mamão já se tornou inviável devido a infestações 

severas.    

O vírus PRSV pertence à família Potyviridae do gênero Potyvirus (PURCIFULL et 

al., 1984a), suas partículas são alongadas e flexuosas medindo 780 x 12 nm e seu 

genoma é composto por RNA de senso positivo (YEH et al., 1992). O PRSV está 

classificado em dois biótipos, o W que infecta somente as Curcubitáceas (OLIVEIRA et 

al., 2000), e o P que infecta as espécies das famílias Curcubitaceae e Caricaceae, 

impactando na produção de mamão (BATESON et al., 1994).  

A transmissão do vírus se dá mecanicamente ou por afídeos, que transmitem o vírus 

de forma não persistente durante as picadas de prova (PURCIFULL et al., 1984a; 

BARBOSA & PAGUIO, 1982). Mudas infectadas são veículos de introdução e 

disseminação da doença em áreas indenes (LIMA et al., 2001).  

Os mamoeiros infectados apresentam sintomas de mosaico, distorção foliar, 

manchas oleosas em forma de anéis com centro verde e cor amarela ao redor. Nos 

frutos, pecíolos e caule também apresentam manchas que podem ser mais alongadas 

e/ou circulares (LIMA et al., 2001).  

O vírus da meleira é atualmente considerado um importante problema fitossanitário 

para a cultura do mamão no Brasil, principalmente no Norte do Espírito Santo e no Sul 

da Bahia, podendo atingir até 100% de incidência se não forem feitas as medidas de 

prevenção e contenção necessárias (VENTURA, et al., 2003).  

O primeiro relato da meleira se deu na Bahia (CORREA et al., 1988) e após no 

Espírito Santo (RODRIGUES et al., 1989a; 1989b), mas a doença tem sido  detectada 

em alguns municípios dos estados de Minas Gerais, Ceará, Pernambuco e Rio Grande 

do Norte (VENTURA et al., 2003).  

Inicialmente os sintomas da doença foram associados a distúrbios na absorção de 

cálcio e boro, relacionados ao estresse hídrico (NAKAGAWA et al., 1987) ou  

desbalanceamento de bases trocáveis no solo (CORREA et al., 1988). 

Posteriormente Kitajima et al. (1993) detectaram a presença de partículas virais e de 

fitas duplas de RNA no látex de mamoeiros com sintomas, o que indicou sua natureza 

virótica. Zambolim e colaboradores (2000) comprovaram a etiologia viral da doença 

após conseguir reproduzir os sintomas em plantas sadias após a inoculação do vírus. 
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 Os principais sintomas de plantas infectadas caracterizam-se pela intensa exsudação 

de látex nos frutos, os quais escurecem devido à oxidação e assumem um aspecto 

"melado”. Outros sintomas são também visualizados como manchas zonadas verde-

claras e má formação dos frutos, que depreciam a qualidade e o valor comercial dos 

frutos (LIMA et al., 2001).  

Algumas medidas de controle podem ser tomadas visando reduzir as perdas, mas de 

forma geral o controle ainda é complicado e dispendioso. Estratégias como o uso de 

mudas certificadas sadias, plantio em locais livres do vírus, erradicação de fontes do 

vírus e controle do inseto vetor devem ser tomadas na tentativa de reduzir as infestações 

e consequentemente, as perdas (LIMA et al., 2001). 

 

3.4 Melhoramento genético do mamoeiro 

Os programas de melhoramento genético do mamoeiro buscam qualidade dos frutos 

e produtividade por hectare, para suprir as exigências dos mercados internos e externos. 

Dentre as características agronômicas desejáveis buscam linhagens vigorosas, com alta 

produção, resistente às doenças, tolerante aos ataques de pragas, hermafroditas, 

precoces, com maturação dos frutos uniforme, com uma cobertura abundante que 

permita boa capacidade fotossintética, com tronco firme que suporte a carga dos frutos, 

sem ramificações laterais e com porte baixo para facilitar a colheita (MANICA, 1996). 

Para a análise de qualidade dos frutos leva-se em consideração o tamanho, formato, 

casca, cor, sabor, a quantidade de papaína, látex e teor de brix, em que as características 

desejáveis variam de acordo com a finalidade e a demanda de mercado. De modo geral 

os consumidores da fruta in natura preferem frutos provenientes de flores hermafroditas 

que possuem um formato mais alongado e cilíndrico, com polpa firme, macia, de 

coloração alaranjada, com sabor doce e menor quantidade de papaína, que não é 

desejável para o consumo da fruta in natura, e sim para fins industriais (MANICA, 

1996). 

As cultivares mais importantes comercialmente pertencem ao grupo Solo e ao 

Formosa. As variedades do grupo Solo possuem frutos menores e são preferidos para 

exportação com predomínio da variedade Sunrise Solo e Golden, e as do grupo 

Formosa, são híbridos com tamanho médios com destaques para Tainung n° 1, Tainung 

n° 2 e Caliman 01 (PEREIRA et al., 2009). 
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Um dos focos do melhoramento genético do mamão é a produção de plantas 

resistentes à viroses, por serem um dos principais fatores limitantes para a cultura. 

Diferentes estratégias têm sido utilizadas, sem sucesso, para o controle destas viroses. 

Os programas de melhoramento têm buscado genes que induzam resistência do tipo 

imunidade ou tolerância a esses vírus, mas a resistência natural de mamoeiro ao PRSV e 

PMV não têm sido identificada em Carica papaya e no germoplasma existente, 

dificultando a transferência por cruzamentos, que também encontram problemas 

relacionados à incompatibilidade e produção de plantas estéreis (MAGDALITA et al., 

1997).  

As técnicas de biotecnologia estão sendo utilizadas como ferramentas importantes 

no melhoramento genético do mamoeiro, dentre as quais, a cultura de tecidos, cultivo in 

vitro, a micropropagação, a transformação genética via biobalística e Agrobacterium, e 

as análises moleculares, estão sendo utilizadas para o desenvolvimento de variedades 

resistentes (OLIVEIRA et al.,1996). 

 

3.5   Embriogênese somática 

Embriões somáticos são provenientes de células embriogênicas que apresentam uma 

totipotencialidade, ou seja, que possuem um potencial necessário para a formação de 

uma planta completa (ZIMMERMANN, 2010).    

A embriogênese somática é um dos procedimentos utilizados na cultura de tecidos, 

que permite a reprodução massiva, utilizado como um sistema alternativo e competitivo 

para multiplicação e manutenção em larga escala de plântulas de C. papaya com 

características de grande interesse agronômico (FITCH, 1993). Esse sistema também é 

utilizado para produzir explantes utilizados na transformação genética devido à sua 

capacidade de gerar novas plantas (TORRES et al., 2000). 

A indução de embriões somáticos pode ser dada, a partir de vários tecidos e órgãos 

das plantas, com potenciais morfogênicos diferentes, que são afetados por diversos 

fatores, tais como a idade dos explantes, a concentração do agente estimulante, luz e 

temperatura (BONGA, 1982).    

Posteriormente embriões formados passam do estádio globular, para os estádios de 

torpedo e coração. Na fase de torpedo inicia-se o amadurecimento, que posteriormente 

resultará em embriões no estádio cotiledonar, que germinarão e darão origem a uma 

plântula (AMMIRATO, 1983).   
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O principal regulador utilizado para a indução de embriões somáticos é o ácido 2,4 – 

diclorofenoxiacético (2,4 - D), que leva ao aumento dos níveis endógenos do ácido 

indolacético, que é uma auxina (PASTERNAK et al., 2002) essencial para a formação 

de massas celulares proembriônicas e para a transição do estádio globular para o 

coração (ZIMMERMANN, 2010).  

 

3.6 Organogênese 

 Na organogênese, células e tecidos vegetais diferenciam-se para formar órgãos com 

funções distintas da que estavam anteriormente submetidas, que após são chamados de 

adventícios. Com o cultivo in vitro é possível induzir a formação de novos órgãos 

vegetais, como brotos e raízes, com a manipulação de nutrientes e de reguladores de 

crescimento, em condições controladas de luz e de temperatura (LEMOS, 2010). 

Em várias espécies foram testadas a organogênese in vitro, mas o fenômeno não 

pode ser considerado universal. As células capazes de rediferenciarem em resposta a um 

estímulo são chamadas de competentes, pois possuem a capacidade de se dividirem e 

seguir um caminho novo de desenvolvimento. Células íntegras com o núcleo 

conservado, podem retornar às condições de células tronco desdiferenciadas ou 

meristemáticas, em resposta a determinados estímulos. Os meristemas por serem zonas 

de intensa divisão celular são considerados morfogeneticamente responsivos e por isso 

são utilizados para obtenção de gemas (LEMOS, 2010). 

A organogênese pode ser direta, com a formação de células diferenciadas 

diretamente de algum tecido vegetal, ou podem ser indiretas, com formação a partir da 

proliferação de calos. É comum ter a ocorrência dos tipos de organogênese 

simultaneamente, dificultando a distinção das duas (LEMOS, 2010). 

Os hormônios de crescimento são os principais indutores dos estímulos para a 

organogênese. A formação de brotos e raízes pode ser regulada pela relação da auxina e 

citocinina como observado no trabalho de Skoog e Miller (1957). O tidiazuron (TDZ) 

pode ser utilizado para a formação de calos e brotos, com atuação ambígua, por agir, 

tanto como uma auxina, como uma citocinina (SINGH et al., 2003). 

 

3.7 Transformação genética por biobalística 

O processo de biobalística consiste na aceleração de micropartículas cobertas por 

DNA, RNA ou proteínas, que atravessam a parede celular e a membrana plasmática de 
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forma não letal (SANFORD et al., 1987). Essa técnica foi desenvolvida inicialmente 

por Klein et al., (1987) e Sanford et al., (1987), como uma alternativa para a introdução 

direta do material genético no genoma (ARAGÃO & BRASILEIRO, 2010). 

Os sistemas utilizados para o bombardeamento baseiam-se na formação de ondas de 

choque, que gerem energia suficiente para o deslocamento das micropartículas 

envolvidas pelos ácidos nucleicos desejados para a incorporação de células do tecido 

alvo (ARAGÃO et al., 1996; RECH et al., 2008). Diversos sistemas são utilizados no 

processo de aceleração, em que os de alta pressão de gás hélio e de descargas elétricas 

são os mais utilizados, por serem mais eficientes e permitir maiores frequências de 

transformação (ARAGÃO & BRASILEIRO, 2010).  

As partículas utilizadas precisam ter alta densidade, tamanho e formato adequados, 

que não degradem e não destruam os ácidos nucleicos. Partículas de ouro e de 

tungstênio podem ser utilizadas, entretanto o mais comum é o uso de partículas de 

tungstênio, embora com qualidade menor em relação às de ouro apresentaram um custo 

reduzido (ARAGÃO & BRASILEIRO, 2010). 

O bombardeamento é feito em uma câmara de vácuo para reduzir perdas na 

aceleração pelo atrito com o ar (VILARINHOS et al., 1996). A umidade relativa na 

hora da precipitação das micropartículas na membrana carreadora deve ser baixa 

(SMITH et al., 1992) para evitar a formação de aglomerados de partículas grandes que 

também podem ser causadas pelo excesso de DNA ou presença de impurezas na solução 

(ARAGÃO et al., 1993; KLEIN et al., 1988).  

A ferramenta de biobalística pode ser utilizada como uma alternativa na busca de 

plantas resistentes às viroses, principalmente para o PRSV, em que métodos de 

melhoramento convencional não foram bem sucedidos, devido à falta de diversidade 

natural de resistência e problemas relacionados à incompatibilidade e esterilidade 

(LIMA et al., 2001).  

Em 1985 começaram a ser feitas pesquisas para o desenvolvimento de mamoeiro 

geneticamente modificado com resistência ao vírus PRSV, que causa a doença de maior 

importância do mamoeiro e de maior disseminação geográfica (GONSALVES et al., 

2010). Nos trabalhos realizados por Fitch et al. (1990); Gonsalves et al. (1999), 

Gonsalves et al. (1998) e Cai et al. (1999) foram utilizadas as ferramentas de 

biobalística para a obtenção de plantas resistentes ao vírus da mancha anelar.  
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 Em 1991 foi desenvolvida uma linhagem de mamoeiro transgênico, denominada de 

55-1, com resistência ao PRSV que após foi testada em campo. A linhagem de 

mamoeiro 55-1 foi usada para criar as cultivares resistentes, SunUp e Rainbow, que 

foram liberados comercialmente em 1998, e em 2010 mais de 70 % da área voltada para 

o cultivo do mamoeiro foi destinado para o plantio das cultivares  transgênicas 

(GONSALVES et al., 2010).  

Rainbow e SunUp têm sido comercialmente cultivados e consumidos no Havaí, nos 

países do Estados Unidos, no Canadá, que aprovou a importação do mamão transgênico 

em 2003, e no Japão que recentemente liberou a comercialização. Apesar dos resultados 

satisfatórios da resistência ao PRSV para vários isolados no Havaí, em outras regiões a 

resistência não foi eficiente e plantas foram suceptíveis devido à alta especificidade dos 

isolados do PRSV (GONSALVES et al., 2004). A resistência mediada pelo RNA 

interferente tem grande potencial para a produção de plantas resistentes à viroses 

(PRINS, 2003; RITZENTHALER, 2005; BONFIM et al., 2007), devido a degradação 

de sequências específicas do RNA viral (DOUGHERT & PARKS, 1995).   

 

3.8 RNA interferente  

O Silenciamento gênico pós-transcricional ou RNA interferente é umas das 

estratégias da engenharia genética, que pode ser utilizada na busca de obter plantas 

resistentes às viroses, que sejam capazes de suprimir a expressão de genes endógenos e 

ácidos nucleicos invasores (ARAGÃO et al., 2013).   A técnica de RNAi também pode 

ser utilizada na busca de plantas resistentes e/ou tolerantes à outras doenças e pragas 

(WANG et al., 2000; BONFIM et al., 2007) e para obtenção de plantas com melhor 

valor nutricional ou para maior aproveitamento de matérias-primas para uso industrial 

(OSSOWSKI et al., 2008; SUNILKUMAR et al., 2006; YIN et al., 2007).  

Para o uso dessas estratégias foram criados diversos tipos de vetores, para a 

formação de estruturas em forma de grampo, que podem ser obtidas por uma região 

amplificada de um gene, posicionada sob o controle de um promotor, orientados de 

forma direta (sense) e reversa (antisense), intercaladas por um intron ou uma região 

espaçadora, que permita a formação de um loop (ARAGÃO et al., 2013).     

O mecanismo de RNAi envolve a ação de uma endonuclease RNase III, chamada 

DICER, que possui o papel importante de clivar moléculas de dsRNA, em siRNA 

(pequenos RNAs interferentes)  e em miRNA (microRNA) (ANGOJI et al., 2010). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material vegetal 

Frutos imaturos da variedade “Sunrise Solo” (Figura 1 A) foram coletados de 90 a 

120 dias após a polinização no BAG (Banco Ativo de Germoplasma) da Embrapa 

Mandioca e Fruticultura, localizado em Cruz das Almas – BA, de acordo com Fitch et 

al. (1990).  

 

4.2 Desinfestação dos frutos e sementes 

Os procedimentos de laboratório foram executados na Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia (Cenargen), Brasília-DF, no Laboratório de Engenharia Genética Aplicada 

a Agricultura Tropical. 

Os frutos foram enviados da Embrapa Mandioca e Fruticultura por sedex, e o quanto 

antes foram lavados superficialmente com sabão e água corrente e em seguida com 

hipoclorito de sódio comercial a 2% (NaClO), em câmara de fluxo laminar. Em seguida, 

o fruto foi flambado com álcool comercial e as sementes foram coletadas em um 

recipiente previamente autoclavado. As sementes foram submersas em solução de 

etanol 70% (v/v) durante cinco minutos, que foi retirada, e depois em solução de 

hipoclorito de sódio 2% por 25 minutos, seguido de três enxágües com água destilada 

autoclavada.  

Após a desinfestação das sementes, com auxílio de lupa, pinça e bisturi e dentro da 

câmara de fluxo laminar, os embriões zigóticos (Figura 1 B) foram isolados das 

mesmas, em condições assépticas. 

 

                 

Figura 1: Estádios de desenvolvimento do fruto, sementes e embrião zigótico de mamão 

utilizado para indução de embriogênese somática: (A) fruto imaturo da cv. “Sunrise 

Solo” de mamão; (B) embrião zigótico imaturo isolado da semente. 
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4.3 Indução de Embriogênese somática 

Embriões zigóticos imaturos excisados das sementes foram inoculados em meio MS 

meia força (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com 2,4-D (ácido 

diclorofenoxiacético) 10 mg/L, sacarose 6%, glutamina 400 mg/L, mio-inositol 50 

mg/L, tiamina 0,4 mg/L, glicina 2 mg/L, ácido nicotínico 0,5 mg/L e piridoxina 5 mg/L, 

ágar 0,8% e pH 5,8 (GONSALVES, 1998) em placas de Petri. Os embriões zigóticos 

foram posicionados verticalmente, com o meristema apical voltado para cima e o 

meristema radicular imerso no meio. As placas foram mantidas no escuro a 25 ± 2 ºC 

por seis a oito semanas. 

Embriões somáticos primários foram transferidos para membrana de nitrocelulose e 

foram esmagados com o auxílio de uma espátula. As membranas com o macerado de 

células embriogênicas foram inoculadas em placas com novos meios de indução, 

mantidas no escuro a 25±2 ºC por seis a oito semanas e embriões somáticos secundários 

foram novamente esmagados e bombardeados após três a sete dias.  

 

4.4 Indução de organogênese  

Embriões zigóticos imaturos isolados de sementes foram induzidos em meio 

suplementado com TDZ (Thidiazuron) foram utilizados para transformação genética via 

biobalística. 

 

4.5 Transformação genética 

 

4.5.1 Vetor 

O plasmídeo pAPRNAi2 contém o cassete de RNAi para os dois vírus, PMeV e 

PRSV, e o gene de seleção bar, que confere resistência ao herbicida glifosinato de 

amônio (GA), utilizado para  selecionar as células transformadas (Figura 2). 

Fragmentos de cerca de 400 pb dos genes que codificam para a capa protéica dos 

vírus PRSV e PMeV foram sintetizados na empresa Epoch Biotech.  O cassete de 

interferência (PRSV-PMeV) foi transferido para o vetor pUCBar para adição do gene 

bar. 
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Figura 2: Representação esquemática do vetor pAPRNAi2 que contém as construções 

de RNAi para sequências específicas dos vírus PRSV (azul) e PMeV (laranja), 

referentes a fragmentos de ~400 pb que apresentam as mesmas sequencias de forma 

invertida e separadas pelo pdk intron para formar a estrutura de grampo. O cassete de 

RNAi está sob o controle do promotor CaMV35S dobrado. O gene bar (amarelo) 

confere resistência ao herbicida glifosinato e codifica para a enzima Phosphinotricina 

Acetil Transferase (PAT). 

 

4.5.2 Bombardeamento de massa embriogênica 

Embriões somáticos secundários que foram novamente esmagados sobre membrana 

de nitrocelulose foram bombardeados após três a sete dias com o plasmídeo pAPRNAi2 

(ARAGÃO et al., 1996). Anteriormente, partículas de tungstênio W 100 (60 mg) foram 

pesadas e lavadas com etanol 70 % seguida por três lavagens com água destilada 

autoclavada. Após a lavagem, as micropartículas foram ressuspendidas em solução 

estéril de glicerol 50% (1 mL). Para precipitação do plasmídeo nas micropartículas 

foram adicionados em sequência o DNA plasmidial pAPRNAi2 5 µL (1 mg/ml), cloreto 

de cálcio - CaCl2 (2,5 M) 50 µL e espermidina (0,1 M) 20 µL à 50 µL de 

micropartículas de tungstênio (60 mg/ml), anteriormente sonicadas por 10 minutos e 

vortexadas na velocidade máxima por 1 min. A suspensão foi homogeneizada e mantida 
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sob baixa agitação no agitador do tipo Vórtex durante 10 min, centrifugada por 15 seg, e 

logo após o sobrenadante foi descartado. As partículas foram ressuspendidas em etanol 

absoluto 150 μL, e o sobrenadante foi retirado após centrifugação por 15 segundos. O 

procedimento de lavagem foi repetido por três vezes. As partículas foram novamente 

ressuspendidas em etanol absoluto 24 μL, e sonicadas por dois segundos, após o qual 

foram distribuídas no centro das membranas carreadoras em alíquotas de 3,2 µl. Os 

discos com as membranas carreadoras foram transferidos para uma placa de Petri com 

sílica, colocadas em um dessecador por 25 minutos para a secagem total do etanol.  

Antes da transformação as membranas de nitrocelulose contendo o macerado de 

células embriogênicas foram transferidas para meio de bombardeamento, que consiste 

no meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com sacarose 3%, fitagel 

0,7% e pH 5,8. Em cada placa foram dados dois tiros, com vácuo de 27 mm Hg, 

distância percorrida pelas partículas até o anteparo de 6 cm e uma pressão de gás Hélio 

de 1.200 PSI. Algumas placas não foram bombardeadas para representar o controle do 

experimento. 

Após o bombardeamento, as membranas foram transferidas para meio de indução 

novo e mantidas no escuro a 25 ± 2 ºC por quatro a sete dias. Após esse período as 

membranas com material bombardeado e metade do controle foram transferidas para 

meio de indução contendo o agente seletivo glufosinato de amônio (GA) 5 mg/L. A 

outra metade do controle foi transferida para meio de indução sem GA, para 

acompanhar o desenvolvimento dos tecidos, tanto do controle com e sem seleção, como 

dos tecidos bombardeados. 

 

4.5.3 Bombardeamento de embriões zigóticos induzidos em TDZ 

Embriões zigóticos induzidos para organogênese foram posicionados nas placas de 

bombardeamento com o meristema apical voltado para cima, dispostos de forma a evitar 

o centro da placa de Petri ou a “região de morte. Os embriões foram bombardeados com 

o plasmídeo pAPRNAi2 nas mesmas condições descritas no item acima.  

 

4.6 Regeneração de explantes transformados 

 

4.6.1 De embriões somáticos (Maturação, Germinação e aclimatação) 



28 

 

Após seis a oito semanas os embriões somáticos secundários resistentes ao 

glifosinato de amônio, foram transferidos diretamente para meio de maturação, que é 

idêntico ao meio de indução sem a presença de 2,4-D, mantendo a seleção com G.A 

5mg/L por quatro semanas, em condições de luz a 25 ± 2 ºC (GONSALVES,1998). 

Após esse período, os embriões somáticos foram para meio de germinação 

composto por sais MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), mio-inositol 100 mg/L, 

tiamina 0.4 mg/L, sacarose 3%, ágar 0,8% e pH 5.8 (FITCH, 1993), sem o agente 

seletivo. Os embriões somáticos que germinaram no meio de germinação formaram 

plântulas in vitro, que foram aclimatadas em casa de vegetação, em substrato (solo e 

vermiculite, na proporção de 1:1), inicialmente cobertas com um saco plástico, que foi 

retirado após uma semana (ARAGÃO et al., 1996). 

 

4.6.2 De brotos induzidos em TDZ 

Duas a três semanas após o bombardeamento os embriões zigóticos foram 

transferidos para meio de germinação. Brotos resistentes foram subcultivados em meio 

de brotação com herbicida GA com concentração variando de forma crescente ou 

decrescente, com concentrações de 2,5; 5 e 10 mg/L.  

 

4.7 Ensaio de fluxo lateral da proteína PAT  

Para confirmar a natureza transgênica dos brotos resistentes ao GA foram feitas 

análises para a detecção da proteína PAT (fosfinotricina acetil transferase), produto da 

expressão do gene bar, através de kits de “Strip-Tests” (teste da tirinha) ou 

imunoensaios de fluxo lateral (Lateral Flow Strip). Amostras dos tecidos transformados 

foram macerados em tubos de centrífuga do tipo Eppendorfs na presença de solução 

tampão comercial (PBS), diluída 10X com água destilada. Após obter o macerado, a 

tirinha foi introduzida no líquido por 5 a 15 min.  

No teste da tirinha a banda superior é um controle positivo para checagem da 

validade do teste, esta é sempre positiva quando o teste está viável, e a banda inferior é 

referente à presença detectada da proteína PAT, que acende apenas no material onde o 

gene bar foi integrado e está havendo a expressão desse gene nas duas marcações. 

(Conceição et. al 2006) 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1  Embriogênese somática 

 

5.1.1 Indução de embriogênese somática 

 

Após quatro a seis semanas de cultivo em meio contendo 2,4-D (10 mg/L), embriões 

zigóticos imaturos formaram embriões somáticos primários na região do meristema 

apical (Figura 3 A). Na figura 3 A é possível observar embriões somáticos globulares de 

coloração amarelo-clara induzidos no meristema apical, enquanto que no eixo do 

embrião houve proliferação de calos friáveis. Com o aumento do período de cultura 

esses embriões globulares desenvolveram-se em embriões no estádio de torpedo (Figura 

3 B), tendo sido coletados e macerados nessa fase. A indução de embriogênese somática 

após a maceração de embriões somáticos primários resultou, após seis a oito semanas, 

na proliferação de embriões somáticos secundários (Figura 3 C). 

 

 

Figura 3: Indução de embriogênese somática em embrião zigótico imaturo: (A) 

formação de embriões somáticos globulares no meristema apical, após quatro a seis 

semanas de indução em meio suplementado com 2,4-D (10 mg/L); (B) embriões 

somáticos no estádio de torpedo, após oito semanas de cultivo em meio de indução; (C) 

proliferação de embriões somáticos secundários em macerado de embriões somáticos 

primários após oito semanas de cultivo. 

 

O macerado de embriões somáticos primários originou embriões somáticos 

secundários em distintos estádios de desenvolvimento como pode ser observado na 

Figura 4. Embriões somáticos globulares podem ser observados na Figura 4 B, torpedos 

nas figuras 4 C e D, coração na Figura 4 E e cotiledonar na Figura 4 F. 
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A

B C D E F

 

Figura 4: Indução de embriogênese somática secundária a partir de embriões somáticos 

primários macerados da cv. Sunrise Solo: (A) intensa proliferação de embriões 

somáticos secundários no macerado, (B) embrião somático globular, (C e D) Torpedo, 

(E) Coração, (F) Cotiledonar. 

 

A resposta à indução de embriogênese somática na cultivar Sunrise Solo deu-se após 

quatro semanas, com formação de embriões somáticos globulares diretamente no 

meristema apical do embrião zigótico imaturo (Figura 3 A), que posteriormente se 

desenvolveram em torpedos, e após seis a oito semanas apresentaram quantidade 

suficiente para a maceração e para o processo de biobalística. Nossos resultados foram 

similares aos obtidos por Fitch et al. (1990), Cai et al. (1999) e Abreu et al. (2011) que 

obtiveram embriões somáticos a partir de embriões zigóticos induzidos com 2,4-D 10 

mg/L após quatro a cinco semanas, comprovando a alta capacidade de resposta 

morfogênica da região meristemática desses explantes de mamão. 

Enquanto que Cheng et al. (1996), Ramaswamy et al. (2010), Malabadi et al. (2011) 

relataram a formação de embriões somáticos em embriões zigóticos induzidos em 

concentrações mais baixas de 2,4-D, em que 2 mg/L foram suficientes para a indução 

dos calos embriogênicos. 

Após sucessivas macerações de embriões somáticos induzidos, foi observada uma 

redução na capacidade proliferativa e regenerativa do material que apresentou oxidação 

com maior formação de calos friáveis e hídricos (Figuras 5 A e B). Para evitar a 

degeneração do material, assim como, problemas de variação somaclonal induzidas pela 

alta concentração de 2,4-D, o número de macerações foi reduzida para no máximo duas, 
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assim como no trabalho desenvolvido por Cai e colaboradores (1999), onde apenas 

macerados embriogênicos novos foram usados para a transformação genética. 

 

      
 

Figura 5: Efeito de sucessivas macerações para indução de embriogênese somática 

secundária na presença de 2,4-D: (A) calos friáveis não embriogênicos; (B) calos 

oxidados sem resposta embriogênica. 

 

5.1.2 Regeneração de embriões somáticos após o bombardeamento 

 

Macerados embriogênicos bombardeados e induzidos na presença de glifosinato de 

amônio (5 mg/L) por seis a oito semanas, formaram embriões somáticos secundários 

resistentes ao herbicida, que foram transferidos para meio de maturação ao atingirem o 

estádio cotiledonar e uma coloração amarelo-clara (Figuras 6 A e B).  

Os embriões somáticos resistentes ao herbicida foram subcultivados em meio de 

maturação e germinação na presença do agente seletivo GA 5 mg/L, e após várias 

repicagens a seleção foi retirada para favorecer a germinação dos embriões somáticos 

em plântulas. Os embriões somáticos que permaneceram em meio de maturação e 

germinação com seleção paralisaram e escureceram, devido à presença do GA. O efeito 

deletério do herbicida na germinação dos embriões somáticos também foi observado por 

Cai et al. (1999). A retirada da seleção na fase de maturação em diante, possibilitou que 

os explantes alongassem e ficassem esverdeados (Figuras 6 C e D), prontos para serem 

transferidos para meio de germinação, onde foi possível obter plântulas, que foram 

posteriormente transferidas para a casa de vegetação (Figuras 6 E e F). 
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Figura 6: Maturação e germinação de embriões somáticos da cv. Sunrise Solo: (A e B) 

embriões somáticos secundários no estágio cotiledonar após seis a oito semanas de 

cultivo em meio contendo G.A, (C e D) embriões somáticos secundários com coloração 

esverdeada em meio de maturação sem G.A, (E e F) plantas aclimatadas em casa de 

vegetação. 

 

A desvantagem de retirar a seleção durante o processo de germinação dos embriões 

somáticos obtidos se dá pelo aumento na obtenção de escapes, ou favorecimento do 

desenvolvimento de embriões somáticos quiméricos, por permitir que células não 

transformadas se mantenham por não existir a pressão de seleção (CAI, et al., 1999).  

Cinco plantas, denominadas de 2, 4, 5A, 5B e 8 foram regeneradas e aclimatadas em 

casa de vegetação e suas folhas foram utilizadas para imunoensaios de fluxo lateral 

(Figura 7). Das plantas testadas, três foram negativas (4, 5A e 8), e duas apresentaram 

resultados positivos (2 e 5B). Resultados diferentes foram obtidos para folhas da planta 

5B (Figura 7), que foi considerada de natureza quimérica, ou seja, que possui dois ou 

mais tecidos diferentes geneticamente que se desenvolveram de forma adjacente como 

parte da planta.  
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Figura 7: Imunoensaio de fluxo lateral das plantas regeneradas e aclimatadas, obtidas 

por embriogênese somática e por transformação via biobalística. As plantas 4, 5A e 8 

apresentaram resultado negativo, e a planta 2 e 5B apresentaram resultado positivo, 

sendo que a planta 5B foi considerada uma planta quimérica por apresentar folhas com 

resultados diferentes. 

 

5.2 Organogênese – Indução e regeneração  

 

5.2.1 Indução de organogênese  

Embriões zigóticos imaturos da cv. Sunrise induzidos em meio suplementado com 

TDZ (1 mg/L) por 10 dias iniciaram resposta morfogênica para formação de gemas 

adventícias no meristema apical (Figura 8 A).  

 

5.2.2 Regeneração de brotos após o bombardeamento 

Explantes após serem bombardeados e cultivados na presença de TDZ e glifosinato 

de amônio produziram gemas resistentes ao herbicida numa frequência média de 50% 

(Figura 8 B). Na figura 8 C pode ser observada a brotação das gemas no controle de 

regeneração, onde foi acompanhado o efeito morfogenético do TDZ nos explantes que 

não passaram pela transformação genética.   

Os brotos resistentes em elongação foram sucessivamente isolados e subcultivados 

(Figura 8 D). Em testes de imunoensaios de fluxo lateral (teste da tirinha) vários 

brotos resistentes apresentaram a expressão da proteína fosfo acetil transferase (PAT), 

comprovando sua natureza transgênica (Figura 8 E e 9). No teste da tirinha a banda 

superior é um controle positivo para checagem da validade do teste, esta é sempre 

positiva quando o teste está viável, e a banda inferior é referente à presença detectada 

da proteína PAT, que aparece apenas no material onde o gene bar foi integrado e está 

havendo a expressão desse gene nas duas marcações.  
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Em testes realizados com explantes provenientes do mesmo broto foram 

observados resultados diferentes (Figura 9), devido ao fato de células não 

transformadas crescerem juntamente com as transformadas, que podem filtrar o 

agente seletivo permitindo o desenvolvimento de células, consideradas como um 

escape, pois apesar de não serem resistentes ao herbicida desenvolveram-se.       

 

 

Figura 8: Indução de organogênese e regeneração de brotos transgênicos a partir de 

embrião zigótico imaturo da cv. Sunrise Solo: (A) embrião zigótico induzido para 

organogênese em meio com TDZ no início da morfogênese no meristema apical (seta); 

(B) embrião zigótico do tratamento controle de regeneração com multibrotações no 

meristema apical em meio sem a presença do agente seletivo GA;  (C) embrião zigótico 

com múltiplas gemas em proliferação resistentes ao GA; (D) brotos resistentes ao GA 

alongando em meio de brotação; (E) Análise da expressão da enzima PAT de brotos 

resistentes ao GA. 
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Figura 9: Detalhe do Imunoensaio de fluxo lateral para a proteína PAT de brotos 

resistentes ao GA subcultivados em meio de brotação. Brotos diferentes originados de 

um mesmo explante definidos como A, B, C, D, E, G, H, I, J, L, X e +1; Brotos A2, A3, 

B, C, C2.1, C2.3, C0, D, G2, H3, L e X apresentaram resultado positivo, com duas bandas. 

 

Neste trabalho, os explantes de mamão foram induzidos em TDZ por dez dias antes 

do bombardeamento, que foram eficientes para a indução e proliferação de gemas. No 

entanto, nos últimos experimentos a redução do período de indução no TDZ está sendo 

priorizada para promover a elongação dos brotos num período mais curto, para 

favorecer o enraizamento dos mesmos. No trabalho de Sousa (2013) foi demonstrado 

por microscopia eletrônica de varredura a eficiência da indução com TDZ, com 

formação inicial de gemas no meristema de embriões zigóticos de mamona (Ricinus 

communis L.) a partir do quarto dia de indução, tendo havido maior desenvolvimento 

após oito dias.  

A seleção dos explantes transformados foi realizada em concentrações crescentes ou 

decrescentes de GA (2,5; 5 e 10 mg/L) nos diferentes meios de indução, germinação e 

brotação. O sistema de seleção mais adequado consistiu em iniciar com a concentração 

mais alta (10 mg/L) que foi sendo reduzida gradativamente (5 mg/L para 2,5 mg/L), 

pois permitiu uma melhor seleção dos explantes iniciais para formação de brotos. 

As contaminações foram controladas com a adição dos antibióticos cefotaxima (100 

mg/L) e timentin (50 mg/L), e fungicida Benlate (0,05 mg/L) ao longo de todo o 

processo de organogênese. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1) Os protocolos de indução de embriogênese somática, maturação, germinação e 

enraizamento in vitro do mamoeiro, estabelecidos neste trabalho foram 

considerados reprodutíveis e eficientes. 

2) Região meristemática de explantes de mamão apresentaram alta capacidade de 

resposta morfogênica. 

3) A metodologia desenvolvida de transformação genética por biobalística de 

embriões zigóticos imaturos induzidos para organogênese do mamoeiro (Carica 

papaya L.) tem-se mostrado eficiente, com alta formação de gemas, e de brotos 

transformados, além de ser inédita na literatura. 
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