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Regeneração e Transformação Genética via 
embriogênese somática de Mamoeiro (Carica 
papaya) para Resistência a Vírus.

Emanuel Felipe Medeiros Abreu1

Camila Chabi de Jesus2

Eduardo Chumbinho de Andrade3

Glaucia Barbosa Cabral4

Francisco José Lima Aragão5

Resumo – O mamão (Carica papaya L.) é uma das frutas com maior destaque 
no mercado consumidor em todo o mundo. O Brasil é o segundo produtor 
mundial de mamão, com uma produção de 1.603.351 t/ano. Neste contexto, o 
desenvolvimento de novas tecnologias, que busquem agregar valor à cadeia 
produtiva do mamoeiro, assim como reduzir a vulnerabilidade dos produtores 
aos efeitos danosos de fatores bióticos e abióticos, faz-se necessário. Entre 
as tecnologias que podem contribuir para a sustentabilidade da cultura do 
mamão no campo, destaca-se o desenvolvimento de plantas transgênicas 
com diferentes aplicações agronômicas. Desse modo, há algumas décadas 
muitos centros de pesquisa em todo o mundo têm buscado desenvolver 
protocolos e estratégias de transformação genética do mamoeiro para as 
mais variadas finalidades. O presente trabalho teve por objetivo estabelecer 
um sistema de transformação genética composto por três pilares principais: a 
regeneração por embriogênese somática, o bombardeamento de partículas e 
a curva de seleção com glifosinato de amônio (GA). Para a regeneração por 
embriogênese somática, utilizaram-se embriões zigóticos imaturos com 90 
a 120 dias após a antese, os quais foram induzidos com 10 mg/L de 2,4-D. 
Após cinco semanas de indução da embriogênese, os embriões somáticos 
primários foram macerados e submetidos ao bombardeamento, usando 
um vetor contendo o gene bar dirigido pelo promotor 35SCaMV. Embriões 
somáticos secundários regeneraram sob pressão de seleção de GA a 2,5 
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mg/L. Os embriões que atingiram o estádio cotiledonar foram testados para 
a presença da proteína fosfinotricina acetiltransferase (PAT) que confere 
resistência ao GA, confirmando sua transgenia.  

Termos para indexação: mamão, regeneração, marcador de seleção, glifo-
sinato de amônio, biobalística, embrião zigótico, gene bar  .

Regeneration and GeneticTransformation via Somatic Embryogenesis 
of Papaya (Carica papaya) for Virus Resistance.

Abstract – The papaya is one of the fruits that has gained greater 
prominence in the consumer market all over the world. Brazil is the second 
largest producer of papaya, with a production of 1,603,351 t/year. In this 
context, the development of new technologies that seek to add value to the 
production chain of papaya, as well as reduce the vulnerability of producers 
due to the harmful effects of biotic and abiotic factors is necessary. Among 
the technologies that can contribute to the sustainability of papaya culture 
in the field, the development of transgenic plants with different agronomic 
applications stands out. Thus, a few decades ago, many research centers 
around the world have sought to develop protocols and strategies for the 
genetic transformation of papaya for a variety of purposes. The present 
work aimed to establish a genetic transformation system composed of three 
main pillars: particle bombardment, regeneration by somatic embryogenesis 
and selective agent/selection marker (ammonium glyphosinate/BAR). For 
regeneration by somatic embryogenesis immature zygotic embryos were 
used 90 to 120 days after the anthesis in which they were induced with 10 
mg/L of 2,4-D. The bombardment was performed after five weeks of induction 
of embryogenesis from the zygotic embryos by means of a vector containing a 
cassette with 35S CaMV promoter, the BAR gene and 35S CaMV terminator. 
The regenerated embryos from the bombardment were cultured on 2.5 mg / 
L medium of the ammonium glyphosinate (GA), as selective agent. Embryos 
that reached the cotyledonary stage were tested for the presence of the 
phosphinothricin acetyltransferase protein (PAT) conferring resistance to GA, 
expressed by the bar gene, confirming the effectiveness of the transformation 
system.

Index terms: Papaya, selection marker, ammonium glyphosinate, biolistic, 
zygotic embryo, bar gene
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Introdução
	 A cultura do mamoeiro no Brasil, há décadas, vem enfrentando 
crescentes dificuldades associadas à incidência de doenças e pragas nas 
regiões de maior produção, a exemplo dos Estados do Espírito Santo e 
Bahia (IBGE, 2018). Entre os fitopatógenos, as viroses constituem o principal 
grupo de doenças que se manifestam no mamoeiro, ocasionando grandes 
perdas na produção, podendo chegar à destruição total das plantações 
atacadas. Os principais vírus que infectam o mamoeiro no Brasil são o vírus 
da mancha anelar - papaya ringspot virus - PRSV-P (Costa et al., 1969, Lima; 
Gomes, 1975; Purcifull et al., 1984), o vírus do amarelo letal - papaya lethal 
yellowing virus - PLYV (Loreto et al., 1983; Silva, et al., 2000) e os vírus da 
meleira - papaya meleira virus 1 - PMeV1 (Marciel-Zambolim et al., 2000, 
2003, Abreu et al., 2015) e papaya meleira virus 2 – PMeV2 (Sá Antunes et 
al., 2016). Diante desse cenário, o programa de melhoramento genético da 
Embrapa tem concentrado esforços no desenvolvimento de variedades e/ou 
híbridos resistentes a essas viroses, agregando características agronômicas 
desejáveis, como ausência de flores hermafroditas estéreis, frutificação 
precoce e vigorosa, altura da frutificação inicial inferior a 90 cm, entre outras.

	 Por muitos anos, o melhoramento clássico foi o único método 
disponível para a introdução de genes e características genéticas de interesse 
agronômico no desenvolvimento de novas variedades (Costa et al., 2003). 
Entretanto, dependendo da característica, esse processo pode ser lento, 
especialmente, tratando-se de espécies semiperenes como é o caso do 
mamoeiro. Com o advento da tecnologia do DNA recombinante no início da 
década de 70, a biotecnologia de plantas tornou-se uma valiosa ferramenta 
para os programas de melhoramento genético, proporcionando o aumento do 
repertório de estratégias para transpor as barreiras de incompatibilidade sexual 
entre as espécies. Apesar dos avanços da biotecnologia no desenvolvimento 
de plantas geneticamente modificadas (GM), os sistemas de transformação 
genética mais adotados continuam restritos ao uso de Agrobacterium 
tumefaciens e biobalística. No caso do sistema via A. tumefaciens, faz-se 
uso do mecanismo natural de transformação genética de plantas que, a 
partir do desenvolvimento da engenharia genética, foi possível utilizar esse 
sistema para introgredir características alvos (transgenes) em plantas para 
as mais diferentes finalidades. Essa técnica também se destaca em relação à 
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biobalística por apresentar, em geral, maior eficiência na geração de plantas 
GM), contendo menor número de cópias do transgene (Cho et al. 2014; 
Que et al. 2014). O baixo número de cópias de um transgene é um fator 
desejável, não só para evitar variações funcionais do genoma original, evitar 
silenciamento, como para facilitar os cruzamentos entre linhagens na etapa 
do melhoramento genético. 

	 Outro fator primordial no processo de transformação de plantas con-
siste no uso de marcadores de seleção que visam facilitar a identificação e 
seleção de indivíduos transformados. Para plantas superiores - dicotiledô-
neas e monocotiledôneas - há poucos sistemas de seleção bem caracteri-
zados, e esses são geralmente limitados às estratégias para a resistência a 
antibióticos ou herbicidas (Brasileiro; Dusi, 1999), e pode não funcionar efi-
cientemente em todas as espécies de interesse (Aragão; Brasileiro, 2002). O 
uso de marcadores de seleção é parte fundamental no processo de transfor-
mação genética. Até o momento, o gene marcador de seleção mais utilizado 
para a produção de mamoeiros GM é o da neomicina fosfotransferase (nptII), 
que confere resistência à canamicina, neomicina, geneticina, paramomicina 
e similares. Esse marcador de seleção vem sendo utilizado por vários grupos 
de pesquisa para o desenvolvimento de linhagens de mamão resistente ao 
PRSV (Fitch et al., 1992; Cabrera-Ponce et al., 1995; Cai et al., 1999; Souza 
Jr., 1999), ao herbicida fosfinotricina (PPT) (Cabrera-Ponce et al., 1995), ao 
alumínio (De La Fuente et al., 1997), tolerante ao ácaro rajado (McCafferty et 
al. 2006) e a Phytophthora palmivora (Zhu et al., 2007). Contudo, do ponto de 
vista da percepção pública e mercado consumidor, o uso de genes marcado-
res de seleção, contendo proteínas que inibem a ação de antibióticos, como 
o nptII, não são bem aceitos. Por esta razão, sistemas de transformação ge-
nética e seleção alternativos têm surgido como recombinação sítio-específica 
(Aragão; Brasileiro, 2002; Malnoy et al., 2010) e uso do gene manA (que co-
difica a enzima PMI - phosphomannose isomerase) de Escherichia coli (Zhu 
et al., 2005).

	 O mamoeiro foi a primeira fruteira a ser modificada por engenharia 
genética e comercializada no mundo (Fitch et al., 1992; Gonsalves et al., 
1998). Esse primeiro evento transgênico foi desenvolvido por duas institui-
ções americanas - Universidade do Havaí, em parceria com a Universidade 
de Cornell - e tiveram como objetivo principal o desenvolvimento de mamoei-
ros GM resistentes ao papaya ringspot virus (PRSV), a mais importante praga 
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dessa cultura. O PRSV é da família Potyviridae e transmitido por algumas 
espécies de afídeos, que possuem alta capacidade de replicação e dispersão 
em pomares de mamão, resultando em sérios danos na produção dos frutos. 

	 No contexto brasileiro, linhagens transgênicas de mamoeiro foram 
desenvolvidas para resistência aos isolados locais de PRSV (Souza Jr. et 
al., 1999), utilizando a mesma estratégia das plantas geradas no Havaí, 
RNA antisenso do gene cp (capa proteica). As linhagens obtidas chegaram 
a ser testadas em condições de campo, na Embrapa Recursos Genéticos e 
Biotecnologia, Brasília – DF e na Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das 
Almas - BA. Os resultados dos experimentos de campo revelaram que as 
linhagens testadas tinham grande potencial para apresentar amplo espec-
tro de resistência aos isolados brasileiros de PRSV (Souza Jr. et al., 1999). 
Entretanto, devido às restrições das normas brasileiras de biossegurança à 
época, não era permitida a presença do gene repórter (uidA; gus) e do gene 
de resistência a antibiótico para seleção na bactéria, inserido no plasmídeo 
utilizado na transformação do mamoeiro, e esse projeto foi descontinuado 
pela Embrapa. Não obstante, desde 2012, a Embrapa iniciou uma nova es-
tratégia de desenvolvimento de linhagens de mamoeiro GM resistentes a dois 
vírus, o PRSV e PMeV, utilizando a estratégia de silenciamento por RNAi e 
seleção com o gene bar. No caso do PMeV, apesar de esse vírus ser conside-
rado a principal virose do mamão no Brasil, o conhecimento da sua etiologia, 
hospedeiros alternativos, formas de transmissão, sequências e organização 
genômica do vírus ainda é pouco estudada. Um estudo mais recente, realiza-
do no Brasil, revelou a presença de um vírus adicional em plantas sintomá-
ticas infectadas com o PMeV. O vírus, denominado papaya meleira vírus-2 
(PMeV-2), exibiu homologia de 70% de identidade de nucleotídeo (nt) para 
o RdRp, sem um gene CP putativo, similarmente aos umbravírus (Antunes 
et al., 2016). Mais importante, o estudo mostrou que o PMeV-2 foi encapsi-
dado pelo CP do PMeV e os sintomas da doença foram observados apenas 
em plantas infectadas por misturas (Antunes et al., 2016). Entretanto, análi-
ses e caracterização das sequências nucleotídicas disponíveis no GenBank   
indicam semelhanças do PMeV com vírus de dsRNA da família Totiviridae 
(Araujo et al., 2007). Estudos recentes, utilizando análise comparativa e de 
diversidade de 31 isolados de PMeV, coletados nos principais Estados produ-
tores de mamão do Brasil, indicaram um nível de identidade maior que 88% 
entre os isolados (Daltro et al., 2014). Essa relação de variabilidade genéti-
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ca foi reforçada pela presença de motivos conservados dentro das regiões 
RdRp (gene da replicase) do PMeV. A partir das informações de variabilidade, 
foi selecionado um fragmento de 400 pb da região da RdRp para construção 
do vetor de RNAi para transformação por biobalística.  

Material e Métodos

	 Preparo do Material Vegetal

	 Sementes de frutos imaturos de mamão papaia, cv. Sunrise solo, 
foram coletadas no período de 90 a 120 dias após a antese e desinfestadas 
em etanol 70% por 1 minuto, seguido de enxague com água destilada 
autoclavada. Consecutivamente, foram deixadas em solução de hipoclorito 
de sódio 2% por 10 minutos, seguido de enxague com água destilada 
autoclavada por 3 ou 4 vezes. Após a desinfestação, embriões zigóticos 
imaturos (EZI) foram extraídos das sementes e usados como explantes para 
indução de embriogênese somática, de acordo com o protocolo descrito por 
Fitch; Manshardt (1990).

	 Indução de Embriogênese Somática 

	 EZI isolados das sementes foram inoculados em meio de indução 
(MI) de embriogêmese somática (Fitch et al., 1990), contendo metade da 
concentração de sais MS (Murashige; Skoog, 1962), 400 mg/L de glutamina, 
50 mg/L de mio-inositol, 0,4 mg/L de tiamina-HC1, 2,0 mg/L de glicina, 0,5 
mg/L de ácido nicotínico, 0,5 mg/L de piridoxina-HC1, 6,0 % de sacarose, 
10 mg/L de 2,4-D, 0,8 % de Ágar e pH 5.8. Os explantes foram cultivados 
no escuro por cinco semanas a 26 ± 2 ºC. Após esse período, observou-se a 
formação de embriões somáticos primários na região do meristema apical. Os 
embriões somáticos primários foram coletados e esmagados com o auxílio de 
uma espátula de metal. A massa obtida foi espalhada sobre uma membrana 
de nitrocelulose hidrofílica, diâmetro de 47 mm (Millipore®), e subcultivada 
em novo MI por aproximadamente cinco semanas, até a formação de 
embriões somáticos secundários. Após quatro semanas, os embriões 
somáticos secundários regenerados foram utilizados nos experimentos de 
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estabelecimento da curva de seleção com glifosinato de amônio (GA) e 
biobalística.

	 Curva de seleção com Glifosinato de Amônio

	 Para os experimentos de determinação da curva de seleção com GA, 
os embriões somáticos secundários induzidos em MI foram esmagados com o 
auxílio de uma espátula para liberação de células embriogênicas. A massa de 
células expostas foi transferida para membranas de nitrocelulose hidrofílica, 
como 47 mm de diâmetro (Millipore®) e mantidas por cinco semanas em 
MI, suplementado com diferentes concentrações do agente seletivo. Para a 
determinação da concentração mínima de GA capaz de inibir o crescimento de 
calos embriogênicos e regeneração de embriões somáticos, realizaram-se dois 
experimentos independentes em blocos inteiramente casualizados. Nos dois 
experimentos, foi utilizado o MI, suplementado com diferentes concentrações 
de GA (0; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 mg/L). Para cada concentração, foram 
utilizadas placas em triplicatas, sendo uma membrana/placa. As placas foram 
mantidas no escuro com temperatura de 26 ± 2 ºC por seis semanas. A cada 
15 dias, os calos embriogênicos mantidos em membrana de nitrocelulose 
foram subcultivados para um novo meio de cultura nas mesmas condições 
do início do experimento. O experimento foi finalizado após seis semanas 
e avaliado quanto ao crescimento de calos embriogênicos e produção de 
embriões somáticos nas diferentes concentrações de GA. A avaliação ocorreu 
utilizando critérios qualitativos, como crescimento e coloração dos calos e 
regeneração de embriões somáticos em estádios mais avançados (torpedo 
e cotiledonar). Os dados coletados serviram para determinar a concentração 
adequada para ser usada na fase de transformação genética por biobalística. 

	 Construção do vetor para a transformação do mamoeiro

	 Para a construção do vetor de RNAi, visando o silenciamento do 
PRSV e PMeV, incialmente, sequências genômicas depositadas no GenBank, 
de ambos os vírus, foram alinhadas no software Clustal W (Larkin et al., 
2007). Esse alinhamento resultou na seleção de uma região mais conservada 
para escolha dos fragmentos contendo cerca de 400 pb. Para o PRSV, 
foi selecionada uma região do gene da capa proteica e PMeV, o gene da 
replicase (RpRd). O vetor contendo o cassete de interferência foi sintetizado 
na empresa Epoch Biotech. O cassete de interferência (PRSV-PMeV) foi 
clonado no vetor pBluescript® SK (pBSK), já contendo os sítios das enzimas 
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de restrição Not I e Sac I.  Este cassete foi retirado do vetor pBSK e transferido 
para o vetor pBSKP5CS, entre as sequências do promotor 35SdCAMV e o 
terminador da nopalina sintase (Nos term), utilizando os sítios Not I e Sac 
I. Para a transformação das plantas por biobalística, o cassete resultante, 
contendo o referido promotor e o terminador, foi subclonado utilizando a 
enzima de restrição Not I no vetor pAT para adição do gene bar, que codifica 
a proteína fosfinotricina acetiltransferase (PAT), que, por sua vez, inativa o 
herbicida fosfinotricina (PPT) ou o análogo glifosinato de amônio, conferindo 
resistência ao herbicida GA. A referida subclonagem resultou na versão final 
do vetor pAPRNAi2 (Figura 1).  

	 Transformação genética do mamoeiro

	 Embriões somáticos secundários, induzidos em MI, foram esmagados 
com o auxílio de uma espátula, duas horas antes do bombardeamento. A 
massa de células liberadas foi transferida para membranas de nitrocelulose 
hidrofílica com 47 mm de diâmetro (Millipore®) e, posteriormente, disposta em 
placa de petri (60 mm x 15 mm), contendo meio de cultura MS suplementado 
com 3% de sacarose, 8 g/L de Phytagel® e pH 5.7. O bombardeamento 
com o vetor pAPRNAi2 (Figura 1) seguiu o protocolo descrito por Aragão et 
al. (1996). Sete dias após o bombardeamento, os discos de nitrocelulose, 
contendo as células embriogênicas, mantidos no escuro à temperatura de 
26 ± 2 ºC, foram transferidos para um novo MI, suplementado com GA na 
concentração de 1,0 mg/L. Após o período de quatro semanas, os embriões 
somáticos regenerados foram transferidos para o meio de maturação (MM), 
de composição semelhante ao MI, sem 2,4-D e com 2,5 mg/L de GA. Os 
embriões foram mantidos a 27 ± 2 ºC sob fotoperíodo de 16 h e permanecendo 
no meio por mais quatro semanas.  

	 Embriões somáticos, regenerados no estádio cotiledonar, foram 
transferidos para o meio de germinação (MG), composto por sais ½ MS, 3 % 
de sacarose, 100 mg/L de mio-inositol, 0,4 mg/L de tiamina, 0,8 % de ágar e 
pH 5,8. Todo material permaneceu em sala de crescimento a 27 ºC ± 2 ºC, 
com fotoperíodo de 16 h. Alguns embriões foram submetidos ao teste de 
imunodetecção da proteína PAT de modo aleatório. Após, aproximadamente, 
30 dias em meio MG, embriões, que apresentaram as primeiras folhas 
verdadeiras, foram subcultivados em novo meio MG e mantidos em frascos de 
vidro, 74 x 109 mm (L x A). As plantas alongadas foram mantidas por 70 dias 
em meio MG e transferidas para meio de enraizamento (ME), composto por 
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sais ½ MS, 50 mg/L de mio-inositol, 0,2 mg/L de tiamina, 1,5 % de sacarose, 
0,8% de ágar e pH 5,8, a 27 ºC ± 2 ºC, com fotoperíodo de 16h.

Figura 1 - Representação esquemática do vetor pAPRNAi2, que contém as 
construções de RNAi complementar a sequências específicas dos vírus PRSV (verde 
escuro) e PMeV (laranja), referentes a fragmentos de ~400 pb, que apresentam as 
mesmas sequências 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 (azul). O gene bar (verde claro) confere resistência ao herbicida glifosinato 
de amônio e codifica a enzima fosfinotricina acetiltransferase (PAT).

Resultados e Discussão

	 Indução de Embriões Somáticos Primários

	 O cultivo de EZI com 90 a 120 dias de C. papaya cv. Sunrise solo 
em meio MI resultou na proliferação de embriões somáticos primários na 
região meristemática do domo apical do EZI. Os calos tinham uma aparência 
friável, com coloração amarelada e embriões somáticos primários com cor 
amarelo-palha. O início da formação de calos foi observado entre sete a dez 
dias de cultivo do embrião zigótico em MI (Figura 2A), após a abertura dos 
cotilédones e um discreto alongamento do hipocótilo (Figura 2B). Contudo, a 
produção dos embriões somáticos primários só pode ser observada após três 
a quatro  semanas em meio MI (Figura 2C). Primeiramente, foram produzidas 
estruturas globulares, de coloração amarelo-pálida, que se diferenciaram em 
embriões nos estádios cordiforme, torpedo e cotiledonar (Figura 2D). Embora 
a diferenciação dos estádios de desenvolvimento dos embriões não tenha 
ocorrido de modo sincronizado nas primeiras quatro semanas no MI, após 
seis semanas, a maioria dos embriões somáticos produzidos encontrava-se 
no estádio cotiledonar (Figura 2E). Resultados similares foram relatados por 
Fitch et al. (1990), Cai et al. (1999), Koehler (2004) e Clarindo et al. (2008). 
Muitos protocolos de embriogênese somática, utilizando diferentes fontes 



14 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 353

de explantes vêm sendo estabelecidos desde a década de 70, quando os 
primeiros estudos foram iniciados (De Bruijne et al., 1974; Yie; Liaw, 1977; 
Arora; Singh, 1978). Contudo, a maioria dos trabalhos, utilizando a técnica 
de embriogênese somática, faz uso de EZI, uma vez que este explante 
apresenta alto potencial embriogênico e baixo índice de contaminação por 
microrganismos, diferentemente dos tecidos adultos (Ascencio-Cabral et al., 
2008; Clarindo et al., 2008; Ananda et al., 2012; Pérez et al., 2015).

Figura 2 - Embriogênese somática de Carica papaya cv. Sunrise solo : (A) Embrião 
zigótico imaturo em meio de indução; (B) Embrião zigótico após dez dias de indução, 
apresentando resposta embriogênica na região do meristema apical (seta); (C) 
Embrião zigótico cultivado por 30 dias, apresentando calogênese;  (D) Embriões 
somáticos primários em estádios de desenvolvimento, principalmente globular e 
cordiforme; (E) Proliferação de massa embriogênica, com diferenciação de embriões 
somáticos nos estádios de torpedo e cotiledonares (esverdeados).

	 Curva de Seleção com Glifosinato de Amônio 

	 No estabelecimento da curva de seleção, observou-se, em todas 
as concentrações usadas de GA (1; 2,5; 5; 10; 15 mg/L), um atraso no 
crescimento dos calos e consequente inibição da multiplicação das células, 
quando comparado ao controle (MI sem herbicida). Contudo, após quatro 
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semanas, observou-se formação de clusters de embriões somáticos 
secundários em 100% dos calos que se encontravam em meio com 1,0 
mg/L de GA. Nas concentrações de 2,5; 5; 10 e 15 mg/L, houve inibição 
do crescimento e desenvolvimento dos embriões somáticos (Figura 3A). 
Contudo, nas concentrações de 10 e 15 mg/L, os calos não só deixaram de 
se desenvolver, como apresentaram um alto grau de oxidação (Figura 3B). 
Provavelmente, essa oxidação foi devida à alta concentração do herbicida. Os 
resultados encontrados indicam que a concentração adequada para a seleção 
das linhagens transgênicas geradas é de 2,5 mg/L. Em concentrações acima 
de 5,0 mg/L de glifosinato de amônio, observou-se uma paralisação total no 
desenvolvimento dos embriões somáticos primários e secundários. Um dos 
primeiros relatos de uso do sistema Bar/PPT, para a seleção de embriões 
transgênicos de mamoeiro, foi de Cabrera-Ponce et al. (1995). Contudo, este 
sistema foi utilizado em conjunto com o sistema npt II/canamicina, resultando 
em uma eficiência de transformação igual a 1,42% para a variedade Maradol.

Figura 3. Curva de seleção de massa embriogênica de mamão em meio de indução 
(MI) com glifosinato de amônio (GA). (A) Meio MI com diferentes concentrações de 
GA de 0, 1, 2,5, 5, 10 e 15 mg/L; (B) Detalhe de massa embriogênica oxidada em 
meio MI com 5 mg/L de GA; (C) Detalhe de massa embriogênica em diferenciação de 
embriões somáticos em meio MI sem GA.
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	 Transformação Genética e Regeneração de Plantas

	 Quarenta e cinco dias após o bombardeamento das massas 
celulares embriogênicas, embriões somáticos secundários se diferenciaram 
na presença do herbicida GA. A diferenciação dos embriões somáticos 
ocorreu na superfície da massa de células embriogênicas, que apresentaram 
coloração amarelo-pálida. Num mesmo grupo de células embriogênicas, 
puderam-se observar embriões em estádios distintos de desenvolvimento 
(Figura 4A e B), resultado semelhante ao observado por Fitch et al. (1990), 
Cai et al. (1999), Clarindo et al. (2008), Azad et al. (2012). Os embriões 
encontravam-se, inicialmente, no estádio globular, passando, em seguida, 
para as formas cordiforme, torpedo e cotiledonar (Figura 4B). Dessa forma, 
95% dos agregados celulares produzidos apresentavam embriões no estádio 
cotiledonar, numa frequência de, mais ou menos, 26 embriões por agregado 
(Figura 4B). 

	 A transferência dos embriões somáticos secundários, para meio 
nutritivo na ausência de 2,4-D (MM) e na presença de luz, possibilitou 
a maturação desses embriões, favorecendo sua germinação. No meio 
MG, foi possível observar o crescimento e desenvolvimento de folhas 
cotiledonares e primárias em 30% dos calos, contendo embriões somáticos 
nos estádios torpedo e cotiledonar com aproximadamente quatro meses 
após o bombardeamento (Figura 4B e C). Entretanto, várias estruturas foram 
observadas no estádio inicial de germinação (Figura 4A, B e C). Em um tipo, 
folhas verdadeiras se desenvolveram a partir de aglomerados de estruturas 
foliares, seguido por alongamento do caule e desenvolvimento da raiz. Em 
um segundo tipo, ocorreu primeiro o alongamento do hipocótilo e havia, na 
porção apical das plântulas, folhas brancas, que mais tarde se desenvolveram 
em folhas verdadeiras. Em um terceiro tipo, estruturas com um grande 
número de folhas verdes ou brancas regeneraram a partir de calos e mais 
tarde deram origem a folhas verdadeiras e desenvolvimento de plântulas. 

	 Neste trabalho, foi utilizada a embriogênese cíclica, em que foram 
realizados dois ciclos de embriogênese somática, para transformação e 
regeneração de plantas de mamão. Entretanto, na fase de estabelecimento 
do protocolo de regeneração por embriogênese somática, observou-se que 
os melhores resultados foram obtidos na indução dos embriões primários e 
secundários, devido ao fato que, acima de dois ciclos de regeneração, há um 
aumento na frequência de oxidação dos calos, interferindo na eficiência de 
indução da embriogênese somática. Segundo Koehler (2004), a produção 
de substâncias do metabolismo secundário das células é responsável pela 
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oxidação e coloração escura dos calos. Já em outro estudo, Abreu et al. 
(2014) utilizaram agregados celulares em meio líquido, suplementado com 
Ácido Abscísico, e obteve resultados de elevada eficiência na maturação e 
germinação de embriões somáticos e redução na frequência de oxidação dos 
calos embriogênicos.

	 A identificação da integração do gene bar deu-se pela análise das 
plântulas regeneradas dos clusters de embriões somáticos secundários 
(Figura 4D), 120 dias após o bombardeamento. Foi utilizado o kit de teste 
para Milho - Trait LL (Romer Labs®) - que, a partir de anticorpos específicos, 
detecta a presença da proteína PAT no extrato vegetal. A presença da 
proteína PAT foi confirmada com o aparecimento da linha inferior na tira, que 
é específica para o referido alvo (Figura 4F). 

Figura 4 – Obtenção de Embriões Somáticos secundários em seleção com glifosinato 
de amônio, após o bombardeamento de massa embriogênica com o vetor pAPRNAi2. 
(A) Maturação e germinação de embriões somáticos; (B) Detalhe da maturação e 
germinação; (C) Embrião somático secundário germinado, no detalhe, com presença 
de meristema apical e raízes, após 60 dias em meio de germinação; (D) Embrião 
somático secundário germinando, após 60 dias em meio de germinação; (E) 
Detalhe de proliferação de raízes a partir de embrião somático  em enraizamento; 
(F) Teste  para detecção da proteína PAT, em 1, embriões somáticos regenerados 
80 dias após o bombardeamento. A linha inferior demonstra a presença da proteína 
PAT. Em 2, controle negativo realizado com embriões somáticos regenerados sem o 
bombardeamento.
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Conclusão
	 1)	 Todas as etapas do protocolo de regeneração por 
embriogênese somática, estabelecido nesse trabalho, foram consideradas 
reprodutíveis e com eficiência de regeneração de novo de cerca de 30%, 
após quatro meses do início do experimento.

	 2)	 O sistema gene bar/glifosinato de amônio (GA), para a 
seleção de embriões transgênicos de mamoeiro, deve ser realizado em 
concentração de 2,5 mg/L de GA.

	 3)	 O teste imunoquímico de detecção da proteína PAT confirmou 
que o protocolo de transformação, utilizando o vetor pAPRNAi2, foi capaz de 
regenerar plantas GMs de mamoeiro cv. Sunrise solo.
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