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RESUMO

O Brasil é o principal produtor mundial de mamao, sendo responsavel por 10% da area
plantada e 25% da producdo mundial em 2006, 0 que mostra uma alta produtividade da
cultura no pais. O desenvolvimento da cultura do mamoeiro tem sido limitado por diversos
fatores como os relacionados a sua natureza didica, a heterozigose, a suscetibilidade a
doencas e a falta de métodos comerciais de multiplicacdo vegetativa. A embriogénese
somatica tem sido bem estudada em varios cultivares comerciais de mamoeiro. Esta técnica
€, portanto, o meio pelo qual células somaticas se desenvolvem em estruturas que se
assemelham aos embrides zigoticos (isto é, bipolar e sem conexao vascular ao tecido
parental) com uma série de estadios embriolégicos caracteristicos, sem fusdo de gametas.
O presente trabalho teve como objetivo induzir e desenvolver calos e embrifes somaticos da
variedade de mamoeiro Sunrise a partir de sementes oriundas de frutos imaturos de mamao
presentes no BAG de mamaéo (Banco Ativo de Germoplasma) situado na Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Os frutos imaturos com aproximadamente 90 a 120 dias foram
coletados no BAG, lavados com &gua corrente e hipoclorito 2%, e posteriormente,
encaminhados para camara de fluxo laminar, onde foi realizado o processo de desinfestacdo
em condi¢gBes assépticas. O meio de cultura foi composto de 1/2MS suplementado com
10mg/L de 2,4-D (acido diclorofenoxiacético), 60g/L de sacarose, 10ml/L de vitamina de
mamao (L-Glutamina, myo-inositol, thiamina, glycine, acido nicotinico e piridoxina), 8g/L de
agar e pH 5,8.Para o estabelecimento da curva de selecdo com calos embriogénicos de
mamao utilizando como agente seletivo glufosinato de aménio. As concentracdo usadas
foram 0; 1; 2,5; 5; 10 e 15 mg/L. A formacéo de calos contendo embrides sométicos
primarios iniciou-se trés a quatro semanas apos a inoculacao in vitro dos explantes, contudo
pode-se observar um maior nimero de explantes em estadios mais tardios (torpedo e
cotiledonar) apés cinco semanas de cultivo. Para o experimento da curva de selecdo com o

herbicida glufosinato de aménio, foi possivel observar inibicdo no crescimento e



desenvolvimento de embrides somaticos nas concentracdes de 5, 10 e 15 mg/L.Nossos
resultados sugerem que o protocolo de indugdo de embriogénese somatica de mamoeiro
testado foi reproduzivel, e apresentou uma alta frequéncia na inducéo de embrides
sométicos secundarios. O sistema Bar/Glufosinato de aménio (GA) para a selecdo de
embrides transgénicos de mamoeiro, deve ser realizado em concentracao igual ou superior
a 5 mg/L de GA.

INTRODUCAO

O Brasil é o principal produtor mundial de mamao, sendo responsavel por 10% da area
plantada e 25% da producdo mundial em 2006 (FAO, 2007), o que mostra uma alta
produtividade da cultura no pais que € quase trés vezes superior a média mundial. O valor
da producéo nacional de mamé&o em 2005 foi de 763 milhdes de reais (IBGE, 2006). Em
nivel nacional, temos como grandes destaques o estado da Bahia, responséavel por 50% do
mamao produzido no pais, e por 40% da &rea cultivada, seguido pelo Espirito santo com
40% da producéo e 30% da area cultivada (IBGE, 2006). Atualmente, as variedades de
mamoeiro mais cultivadas comercialmente pertencem aos grupos Solo e Formosa. As
variedades do grupo Solo s&o exploradas em vérias regides do mundo, por produzirem
frutos preferidos no processo de exportagdo, com tamanho menor (Dantas e Oliveira, 2009).
O desenvolvimento da cultura do mamoeiro tem sido limitado por fatores relacionados a
natureza didica, heterozigose, a suscetibilidade a doencas e a falta de métodos comerciais
de multiplicacéo vegetativa. Nas Ultimas décadas, diversas técnicas de biotecnologia tém
sido empregadas com sucesso em apoio a programas de melhoramento do mamoeiro, tais
como resgate de embries, cultura de anteras, isolamento e cultivo de protoplastos,
producdo de sementes artificiais, micropropagacao, marcadores moleculares e

transformacédo genética (Oliveira, 1996).

A propagacado do mamoeiro pode ser feita através de sementes, estacas, enxertia ou ainda
utilizando as técnicas de cultura in vitro. Neste Ultimo caso, plantas sdo regeneradas via
organogénese ou embriogénese somatica, podendo-se obter milhares de mudas com alto

padrédo de qualidade e condicfes fitossanitarias aceitaveis (Lima,2003).

A Embriogénese somética é, portanto, o0 meio pelo qual células sométicas se desenvolvem
em estruturas que se assemelham aos embrides zigoticos (isto é, bipolar e sem conexdo
vascular ao tecido parental) com uma série de estadios embrioldgicos caracteristicos, sem
fusdo de gametas (Jiménez, 2001). A embriogénese somatica tem sido bem estudada em
varios cultivares comerciais de mamoeiro. Entre as dificuldades apresentadas na literatura

estd a falta de sincronizacao nos processos de maturagcao dos embrides, o surgimento de



anomalias (embrides isolados entre si, auséncia de meristema apical, cotilédones fundidos),

baixas taxas de germinacéo e hiperidricidade (Koehle, 2004).

A embriogénese somatica também tem sido bem documentada para outras espécies do
género, tais como Caricastipulata V.M. Badillo (Litz e Conover, 1978),
CaricapentagonaHeilborn (Vega de Rojas e Kitto, 1991; Jordan e Velozo, 1997), e
CaricapubescensLenné& C. Koch (Jordan e Velozo, 1996; 1997), todas pertencentes a um
grupo de espécies conhecido como “papayashighland”, particularmente comuns em algumas
regides subtropicais (Cardenas, 1989). O interesse nessas espécies reside principalmente
na procura de genes de resisténcia a doencas e tolerancia a baixas temperaturas (Koehler,
2004). Nas varios cultivares, embrides sométicos de mamoeiro ja foram induzidos a partir de
explantes de peciolos, caules, folhas, raizes e embrides zigéticos (Chen., 1987; Fitch
&Manshardt, 1990; Yang & Ye,1992; Fitch, 1993; Khatoomé& Sultana, 1994; Mondal, 1994).

O presente trabalho teve como objetivo induzir e desenvolver calos e embrifes somaticos da
variedade de mamoeiro Sunrise a partir de sementes oriundas de frutos imaturos de mamao
presentes no BAG de mamaéo (Banco Ativo de Germoplasma) situado na Embrapa

Mandioca e Fruticultura.

MATERIAL E METODOS

Os frutos imaturos com aproximadamente 90 a 120 dias foram coletados no BAG (Banco
Ativo de Germoplasma), lavados com agua corrente e hipoclorito 2%, e posteriormente,
encaminhados para camara de fluxo laminar, onde foi realizado o processo de desinfestacéo
em condi¢cBes assépticas. As sementes foram retiradas dos frutos com auxilio de uma pinca
e bisturi e logo em seguida colocados dentro de um béquer. A desinfestacao foi realizada
em solugéo de etanol 70% durante cinco minutos, solu¢cao comercial de hipoclorito de sodio

1% por 25 minutos, seguido de 4 enxagues com agua destilada autoclavada.

Apbs as sementes serem desinfestadas, os embrides zigoéticos foram retirados com auxilio
de lupa, pinca e bisturi dentro da camara de fluxo laminar e em condicdes assépticas.
Posteriormente, os embrides zigoéticosforam inoculados em placas de petri contendo 15 mi
de meio de cultura. O meio de cultura foi composto de 1/2MS suplementado com 10mg/L de
2,4-D (&cido diclorofenoxiacético), 60g/L de sacarose, 10ml/L de vitamina de mamé&o (L-
Glutamina, myo-inositol, thiamina, glycine, acido nicotinico e piridoxina), 8g/L de agar e pH
5,8 (Cai et al. 1999).

Apbs 4 a 5 semanas dos embrides zigdticos em meio de inducgéo, os calos contendo
embriGes sométicos primarios foram transferidos para membrana de nitrocelulose e

esmagados com o auxilio de uma espatula. As membranas contendo as células



embriogénicas provenientes dos embries somaticos primarios foram inoculados em novos
meios de inducdo. Todas as placas de petri contendo os embrides e calos foram mantidas

no escuro a +25° C de temperatura. O experimento de indu¢éo de embriogénese somatica
foi repetido por duas vezes para que fosse avaliada a capacidade de reprodutibilidade do

protocolo em questéo.

Para o estabelecimento da curva de sele¢cdo com calos embriogénicos de mamao utilizando
como agente seletivo glufosinato de aménio, foram selecionados calos com
aproximadamente 60 dias que continham embries somaticos secundarios em estagios
mais avancados. Estes embries foram macerados em membrana de nitrocelulose e, em
seguida, transferidos para meio de inducdo contendo diferentes concentragfes do referido
herbicida. As concentracds usadas foram 0; 1; 2,5; 5; 10 e 15 mg/L. Para cada tratamento

realizou-se triplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A formacéo de calos contendo embribes somaticos primarios iniciou-se trés a quatro
semanas apos a inoculagdo in vitro dos explantes, contudo pode-se observar um maior
namero de explantes em estadios mais tardios (torpedo e cotiledonar) apés cinco semanas
de cultivo. Resultados semelhantes foram observados por Cai et al. (1999), em que se
induziu embriogénese somética de mamoeiro cv. Sunrise Solo utilizando a mesma
composicao do meio de inducdo. Em ambos os trabalhos pode-se observar, calos contendo
embrides com colora¢do amarelo-palida.

ApGs cinco semanas de cultivo em meio de indugao, os embrifes somaticos primérios foram
excisados dos embrides zigoticos e inoculados novamente em meio de indugéo fresco.
Contudo, os embrides excisados foram inicialmente esmagados em membrana de
nitrocelulose com o auxilio de uma espatula e, em seguida, a membrana contendo as
células embriogénicas provenientes dos embrides somaticos esmagados foi transferida para
um novo meio de inducéo. Apds 3 a 4 semanas em meio de inducao, pode-se observar a
formacédo de embribes somaticos em estadios avancados (torpedo e cotiledonar). Num
mesmo calo embriogénico pdde-se observar embrides em estagios distintos (Almeida,
2001). Os embriGes secundarios foram produzidos a partir das células embriogénicas
expostas com o esmagamento dos embrides somaticos primarios (Figura 1). A frenquéncia
de embriBes somaticos secundarios obtidos foi aumentada sensivelmente em relacdo a
frenquéncia de embrides sométicos primarios. Resultados semelhantes FORAM observados
por Fitch et al. (1990) e Cai et al. (1999).



Figura 1. Regeneracdo de embries somaticos de mamoeiro cv. Sunrise Solo obtido em meio de
indugdo suplementado com 10 mg/L 2,4-D (Cai et al., 1999). A e B. Embri6es somaticos 5 semanas
apos a inoculacao em meio de inducdo em diferentes estagios de desenvolvimento (torpedo e
cotiledonar). C e D. Embries sométicos maduros6 a 7 semanas apoés a inoculacdo em meio de
inducéo.

O experimento da curva de selecdo com o herbicida glufosinato de amonio teve como
objetivo principal encontrar uma dosagem adequada para inibir o crescimento das células
embriogénicas, e consequente inibicdo do desenvolvimento de embrides somaticos. Esta
analise é fundamental para o desenvolvimento de um protocolo de transformacédo genética
eficiente que visa encontrar um sistema adequado para selecionar células transformadas de

células nao transformadas.

Para o estabelecimento do experimento, calos embriogénicos com 60 dias foram
esmagados em membrana de nitrocelulose, e transferidos para meio de indu¢do com
diferentes concentracfes de glufosinato de aménio. Apds 20 dias de inoculacdo os calos
foram avaliados visualmente; estas avaliacGes foram realizadas a cada semana durante 60
dias. Ao final do experimento foi possivel observar inibicdo no crescimento e
desenvolvimento de embrides somaticos nas concentracdes de 5, 10 e 15 mg/L. Contudo,
os tratamentos com 10 e 15 mg/L os calos ndo s6 deixaram de se desenvolver como
apresentaram um alto grau de oxidacdo. Provavelmente, essa oxidacédo foi devido a alta
concentracao do herbicida (Figura 2). Resultados semelhantes foram encontrados por

Souza Junior et al. (2001), em que foi possivel observar a paralisacédo total no



desenvolvimento dos embrides somaticos primarios e secundarios em concentracdes acima

de 5 mg/L de glufosinato de aménio.

Figura 2. Curva de selecaode calos embriogénicos de mamoeiropresentes em meio suplementado
comdiferentes concentracdes de glufosinato de amdnio (GA). A. Meio de indug&o suplementado com
diferentes concentragbes de GA (0; 1,0; 2,5; 5,0; 10 e 15 mg / L). B. Calo oxidado em meio de
inducdo com 5 mg/L de GA. C. Calos embriogénico em meio de inducao sem GA.

CONCLUSOES
Nossos resultados sugerem que o protocolo de inducdo de embriogénese somaticade
mamoeiro testado foi reproduzivel, e apresentou uma alta frequéncia na inducdo de

embrides somaticos secundarios.

O sistema Bar/Glufosinato de amobnio (GA) para a selecdo de embribes transgénicos de

mamoeiro, deve ser realizado em concentracao igual ou superior a 5 mg/L de GA.
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