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Resumo

A publicagcdo do primeiro artigo cientifico reportando sucesso em transformacgdo
genética de mamoeiro (Carica papaya L.), ocorrida em 1988, abriu as portas para a
utilizacdo em larga escala desta tecnologia no melhoramento genético desta fruteira
tropical. Nestes quinze anos que se seguiram, diversos grupos pelo mundo realizaram
trabalhos visando a otimizacdo do sistema de transformagdo, o que culminou com a
liberagdo comercial das primeiras variedades de mamoeiro transgénicos, em 1998, no
Havai. Esta monografia, objetiva fazer uma revisdo dos trabalhos de pesquisa e
desenvolvimento realizados desde 1988, com especial aten¢do a varios aspectos técnicos
dos sistemas de transformagdo genética de mamoeiros. Entre os aspectos abordados estdo:
explantes e variedades utilizadas, caracteristicas introduzidas, sistemas de transformacao
utilizados, genes marcadores e reporteres empregados. Diversos paises, entre eles o Brasil,
j& dominam a transformagdo genética de mamoeiro, tendo perseguido, nestes ultimos 15
anos, principalmente a producdo de mamoeiros transgénicos resistentes ao Papaya ringspot

virus (PRSV), agente causal do principal problema fitossanitario desta cultura no mundo.

Palavras—chaves: Mamao, Carica papaya, transformagao, Agrobacterium, biobalistica.
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1. Introducao

O mamao (Carica papaya L.) ¢ uma fruta tropical de grande importancia
econdmica, sendo o Brasil o principal produtor mundial. O cultivo do mamoeiro no Brasil
apresentou um crescimento acentuado na ultima década, tendo contabilizado um aumento
de 151% na érea colhida (de 16.012 ha em 1990 para 40.202 ha em 2000), e um acréscimo
de 164% na quantidade produzida (de 642.581 em 1990 para 1.693.779 mil frutos em
2000). O valor da produgdo nacional de mamao em 2000 foi de aproximadamente duzentos
e cinqiienta e nove milhdes de reais (IBGE, 2002). A produgdo de mamao no Brasil
destina-se principalmente para o mercado interno, porém, durante toda a década passada foi
observado um crescimento continuo no volume exportado. Este crescimento se deu
principalmente apos a abertura do mercado dos EUA a partir de 1998. No ano de 1990 o
Brasil exportou 4.071 toneladas, o que rendeu U$ 2.027.000,00. J& em 2001, foram
exportadas 22.804 toneladas, rendendo U$ 18.502.886,00; um aumento de 560% no
volume exportado e 872% no valor arrecadado (SECEX-MDIC, 2002).

Em 2003 completam-se 15 anos desde a publicacdo do artigo cientifico intitulado
“Agrobacterium-mediated Gene Transfer in Papaya” (Transformagdo genética de mamao
mediada por Agrobacterium). Aquele artigo, publicado por Pang & Sanford no “Journal of
American Society of Horticultural Science” em 1988, reportou o primeiro sucesso na
transformagdo genética do mamoeiro. Nestes 15 anos desde entdo, diversos progressos
foram alcancados na transformacdo genética desta fruteira que tem grande valor socio-
econdmico nos diversos paises onde ¢ produzida comercialmente. O 4pice da pesquisa com
mamoeiros transgénicos neste periodo se deu com a liberacdo comercial das variedades
transgénicas Rainbow e SunUp, ocorrida em 1998 no Havai. Estas variedades, resistentes
ao Papaya ringspot virus (PRSV), organismo causador da doenga denominada “Mancha
Anelar” ou “Mosaico”, salvaram a industria do mamao naquele estado norte-americano.

Esta monografia que tem como objetivo mostrar o estado da arte desta linha de
pesquisa e desenvolvimento, fazendo uma anélise sucinta de diversos aspectos técnicos do
desenvolvimento de mamoeiros transgénicos realizados em diversos paises do mundo desde
1988, entre eles: as variedades utilizadas, as caracteristicas introduzidas, os sistemas de

transformagao utilizados, os genes marcadores e reporteres empregados.



2. Desenvolvimento do Tema

Para a realizagdo dessa monografia foram selecionados artigos a partir de dois
bancos de dados: Agricola - AGRICultural OnLine Access' e CAB Internacional®. Os
artigos foram analisados quanto a aspectos técnicos utilizados no desenvolvimento de
protocolo de transformacdo genética de mamoeiro, dentre eles: explantes utilizados;
variedades transformadas; genes de interesse, marcadores e reporteres empregados;
sistemas de transformagdo genética aplicada; e eficiéncia de transformagdo. Para cada um

desses aspectos foi realizada uma analise sucinta que ¢ apresentada a seguir:

2.1 Variedades utilizadas

O género Carica, um dos cinco que fazem parte da familia Caricaceae, ¢ composto
de 21 espécies (Badillo, 1993), mas somente a espécie Carica papaya L. tem importancia
econdmica. Embora Bancos Ativos de Germoplasma, contendo centenas de acessos,
estejam presentes em diversos programas de melhoramento genético de C. papaya no
mundo, como por exemplo, no programa de melhoramento de mamoeiro desenvolvido pela
Embrapa na unidade de Cruz das Almas, Bahia® , 0 numero de variedades comerciais de
mamoeiro ¢ bastante reduzido. De uma maneira geral, variedades do grupo Solo,
desenvolvidas no, ou a partir, do quase centenario programa de melhoramento genético da
Universidade do Havai®, dominam os plantios comerciais no mundo. Mesmo outros grupos
de variedades, como o grupo Formosa, desenvolvido na Fengshan Tropical Horticultural
Experiment Station’, derivam de variedades do grupo Solo.

Uma andlise da tabela 1, que mostra as principais variedades utilizadas até o
momento em trabalhos de transformagdo genética de mamoeiro, claramente demonstra o
dominio de variedades do grupo Solo também na pesquisa visando a producdo de
mamoeiros transgénicos. Isso ¢ de se esperar, haja vista que a escolha da variedade a ser
transformada precisa estar em estreita sintonia com o programa de melhoramento, recaindo,

sempre que possivel, em variedades ou cultivares elite, isto €, de uso no mercado.

1 - http://www.nal.usda.gov/ag98/; 2 - http://www.cabi.org/; 3 - http://www.cnpmf.embrapa.br; 4 -

http://www.ctahr.hawaii.edu/ctahr2001/; e 5 - http://old.tari.gov.tw/indexe.html.
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Tabela 1. Variedades e explantes de mamoeiro (Carica papaya L.) utilizadas em
trabalhos de transformagdo genética, por artigo cientifico analisado.
Variedade Explante Artigo Cientifico

Sunrise Solo e Kapoho Solo

Sunset Solo e Kapoho Solo

Kapoho Solo

Yellow-large hermaphrodite
type
Tainung N° 2
Sunrise Solo

Tai-nong-2

Sunset Solo e Kapoho Solo

Maradol

Sunrise Solo

Queensland papaya line (OE)

Nao citada

Sunset Solo e Kapoho Solo

Sunrise Solo

Kamiya Solo

Sunrise Solo, Kapoho Solo e
Sunset Solo
Nao citada

F65

Discos foliares

Segmentos caulinares

Segmentos de peciolo

Embrides somaticos derivados de segmento de hipocotilo
e de EZI*

Segmentos de hipocoétilo

Calos embriogénicos e embrides somaticos derivados de
Segmento de hipocétilo e EZI

Folhas

Embrides somaticos derivados de EZI

Embrides somaticos derivados de EZI

Calos embriogénicos derivados de segmentos radiculares
e de peciolo

Embrides somaticos derivados de EZI

Segmentos de hipocoétilo

Calos embriogénicos derivados de segmento de hipocotilo
Embrides zigbtico

Calos embriogénicos derivados de EZI

Peciolo de Multibrotos obtidos a partir de embrides
zigbtico

Embrides somaticos derivados de EZI

Folhas

Cotilédones

Segmentos de hipocdtilo e epicotilo

Embrides somaticos derivados de EZI

Calos embriogénicos derivados de segmentos de
hipocétilo

Segmentos de hipocoétilo

Embrides somaticos derivados de EZI

Calos embriogénicos derivados de segmentos de
hipocoétilo

Embrides somaticos derivados EZI

Embrides somaticos derivados de EZI

Nao citada

Embrides somaticos obtidos de cultura liquida

Pang & Sanford (1988)

Fitch et al. (1990)

Fitch et al. (1993)

Cabrera-Ponce et al. (1996)
Cheng et al. (1996)
Cai et al. (1999)

Chen et al. (2001)

Fitch et al. (1994)

Cabrera-Ponce et al. (1995)

Yang et al. (1996)

Mabhon et al. (1996)

Consoli et al. (1995)

Fitch et al. (1992)

Gonsalves et al. (1998)
Fitch et al. (1998)

Neupane et al. (1998)

de la Fuente et al. (1997)
Ying et al. (1999)

* Embrido Zigo6tico Imaturo (EZI)



Sucessos na transformacao genética de diversas variedades do grupo Solo foram
relatados, entre elas: Sunrise, Sunset, Kapoho e Kamiya. As duas variedades transgénicas,
hoje comercializadas nos EUA, Rainbow e SunUp, derivaram da linha transgénica 55-1
(Gonsalves, 1998), que originou-se da transformac¢ao da variedade Sunset.

Os programas de desenvolvimento de mamoeiros transgénicos em curso em paises
como o Brasil e a Jamaica, também utilizam variedades do grupo Solo (Tennant, 1996;
Souza Junior, 1999). Ja paises como o México, Austradlia e Taiwan, utilizam outras
variedades, de consumo mais local, tais como: Maradol e Tainung #2 (Cabrera-Ponce ef al.

1995; Cheng et al. 1996).

2.2 Explantes utilizados

No desenvolvimento de plantas transgénicas se faz necessario usar, como material
de transformacao, tecido vegetal com capacidade de regenerar outra planta. A este material
de transformag¢do dar-se o nome de explante. Explantes sdo utilizados para iniciar uma
cultura in vitro, e entre os tipos mais usados estdo: as folhas, caule, peciolo (base da folha),
tecido embrionario (embrides zigdticos imaturos, embrides somaticos, calos
embriogénicos), segmentos de hipocotilo [parte caulinar do embrido ou plantula localizada
entre o ponto de inser¢do do(s) cotilédone(s) e o inicio da radicula] e epicoétilo (parte aérea
de um embrido ou plantula situada acima do ponto de inser¢ao dos cotilédones), cotilédone
(folha embrionaria) e raizes (Torres et al. 2000).

Nos trabalhos desenvolvidos com transformacao genética de mamao, verificou-se
que a eficiéncia do sistema de transformagao utilizado, mediado por biobalistica ou por
Agrobacterium, ¢ também determinada pelo tipo de explante empregado. A tabela 1 mostra
os diversos tipos de explante utilizados até o momento pelos diversos grupos trabalhando
na produgao de mamoeiros transgénicos. Os principais explantes utilizados sd@o os embrides
somaticos ou calos embriogénicos derivados de embrides zigdticos imaturos e de
segmentos de hipocétilo de plantas germinadas in vitro.

O explante tem que se prestar ndo somente a transformacgao genética, mas também
ser capaz de permitir a regeneracdo de plantas inteiras a partir das células transformadas.

No caso do mamoeiro, ndo ha relatos de sucesso na regeneracdo de plantas a partir de



células do tecido foliar ou segmento de hipocotilo, por organogénese. Cabrera-Ponce et al.
(1996) ¢ até agora o unico relato de sucesso na transformacdo genética de mamoeiro
utilizando folha como explante submetido a transformagdo. Naquele trabalho os autores
foram capazes de regenerar plantas transgénicas a partir de calos embrionarios obtidos de
raizes produzidas de folhas co-cultivadas com Agrobacterium rhizogenes.

Além da transformacdo mediada por biobalistica e por Agrobacterium, um outro
sistema também utilizado para transformagdo genética de plantas ¢ a eletroporacdo. Na
eletroporagdo, protoplastos da espécie vegetal sdo submetidos a uma alta voltagem,
desestabilizando a membrana plasmatica, e produzindo assim, poros temporarios que
permitem a passagem de moléculas de DNA que entdo se integram ao genoma da espécie
em questdo. Para o uso desta forma de transformacgdo genética de plantas, se faz necessario
o dominio da producdo de protoplastos e da regeneracdo de plantas a partir destes. Chen
(1994) relata o primeiro e unico sucesso, até o momento, da regeneracdo de mamoeiros a
partir de protoplastos, abrindo assim, a possibilidade de uso da técnica de eletroporacao

para a transformacdo genética de mamoeiro.

2.3 Gene Marcador

A submissdo do tecido ou 6rgdo vegetal a transformacdo resulta na modificacdo
genética, por inser¢do de transgene(s), de poucas células deste. Depois de concluida a
transformagdo, se faz necessaria a separacdo entre as células nao transformadas das
transformadas, para entdo induzir a regeneracdo da planta transgé€nica a partir destas
ultimas. Esta separagdo pode ser feita tanto in vitro quanto in vivo, e faz uso de um gene
marcado de selecdo inserido em conjunto com o gene de interesse. O gene marcador de
selecdo ¢ aquele que ira conferir as células transformadas a capacidade de resistir e se
multiplicar na presenca de um determinado agente seletor (normalmente antibidtico ou
herbicida).

Quando células vegetais sdo submetidas a certos antibidticos, esses irdo interferir na
sintese protéica em mitocondria e cloroplasto, levando a uma inibi¢do do crescimento do
tecido vegetal e a clorose. Células transgénicas que produzem nptll (neomicina

fosfotransferase II) conseguem tolerar dosagens toxicas dos antibidticos canamicina e

10



neomicina, ao contrario das ndo transformadas, no qual esses sdo letais. Entre os
antibidticos, a canamicina ¢ o agente seletor mais usado na selecdo de plantas transgénicas
(Brasileiro et al. 1998).

De acordo com a tabela 2, o gene nptll esteve presente em quase todos os trabalhos
como gene marcador de selecao de mamoeiros transgénicos. Esse gene marcador ¢ bastante
utilizado em transformagdo genética de plantas, e codifica a enzima neomicina
fosfotransferase II. Cabrera-Ponce et al. (1995) € o Unico trabalho que utilizou o gene bar,
além do nptll, como gene marcador na producdo de mamoeiros transgénicos. Neste artigo,
os autores combinam dois agentes seletores, o antibiotico canamicina (100 mg/L) e o
herbicida fosfinotricina (quatro mg/L), para sele¢do in vitro de embrides somaticos
transformados. O gene bar codifica a enzima fosfinotricina acetil transferase que confere
resisténcia ao herbicida fosfinotricina (Thompson et al. 1987).

Em fung¢do de questdes ligadas a biosseguranca ¢ a percep¢dao publica dos
organismos geneticamente modificados, principalmente no que se refere ao uso de genes de
resisténcia a antibioticos como genes marcadores de selecdo positiva no desenvolvimento
de plantas transgénicas, se faz necessaria a busca por sistemas alternativos de gene
marcador/ agente seletivo para triagem de embrides somaticos transgénicos de mamoeiro.
Neste contexto, Souza Junior ef al. (2001) buscou avaliar os sistemas gene manA/ manose e
bar/ PPT, como alternativos ao npt/l canamicina. O primeiro sistema consiste de utilizar o
gene manA- de Escherichia coli, o qual codifica a enzima fosfomanose isomerase, como
gene marcador, e a manose como agente seletivo. Espécies vegetais que nao metabolizam
manose sofrem severa inibi¢ao de crescimento quanto esta € oferecida como unica fonte de
carbono em um meio de cultura. Os resultados obtidos por Souza Junior et al. (2001)
mostraram que este sistema ndo ¢ passivel de uso no processo de selecdo positiva de
transformantes em programa de transformagdo genética do mamoeiro Sunrise, haja vista
que embrides somaticos desta variedade foram capazes de se multiplicar na presenca de
altas dosagens de manose. Ja4 o sistema gene bar/ PPT, que utiliza o agente seletivo
glufosinato de amonio (PPT), mostrou-se eficiente, para essa cultivar, somente em

concentragdes superiores a 125 uM de PPT.
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2.4 Gene Reporter

O gene reporter € aquele gene cujo produto da expressdao, normalmente uma enzima,
possibilita a fenotipagem da célula transformada, tanto quanto do tecido, 6rgdo ou planta
derivado desta. Este tipo de gene ¢ utilizado principalmente quando do desenvolvimento de
protocolo de cultura e transformacdo de uma espécie vegetal, sendo desnecessario o seu uso
quando o protocolo esta pronto e ¢ aplicado para o desenvolvimento de plantas transgénicas
de interesse agropecuario. Os principais genes reporter utilizados estio: luciferase (/uc) (Lo
et. al 2002), B- glucuronidase (Gus) (Brasileiro ef al. 1998) e green fluorescent protein (gfp)
(Sullivan & Kay, 1999).

Quanto ao gene reporter utilizado no desenvolvimento de mamoeiros transgénicos,
dois tercos dos trabalhos citados na tabela 2 usaram o gene Gus. Alids, este é o unico gene
reporter utilizado no desenvolvimento de mamoeiros transgénicos até o momento. Esse
gene codifica a enzima B-glucuronidase (Gus), € a sua expressao pode ser visualizada pelo
contato do tecido transformado com o substrato X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-
glucuronideo). Esse substrato sofre hidrolizagdo pela acdo da enzima, resultando, assim, em

produto de coloragdo azulada, visivel a olho nt (Torres et al. 2000).

2.5 Gene de Interesse

O gene de interesse ¢ aquele utilizado para dar a planta transformada o fenétipo
desejado, através de sua expressio. E o gene de interesse que tem o papel de agregar valor a
variedade sendo transformada. Neste 15 anos desde Pang & Sanford (1988), diversos genes
de interesse foram utilizados na transformacdo genética de mamoeiro, sendo que estes
podem ser classificados em quatro grupos distintos, que sdo: a) gene que confere tolerancia
a aluminio; b) gene que confere tolerancia a herbicida; ¢) gene que aumenta a vida de

prateleira dos frutos; e d) gene que confere resisténcia a virus (Tabela 2).

12



Tabela 2. Genes e mecanismos de transformacao utilizada em trabalhos de transformacao genética, por artigo cientifico analisado.
Artigo Gene Marcador  Gene Reporter Gene de Interesse Transformagao mediada por
Pang & Sanford (1988) Nptll - - Agrobacterium tumefaciens
Fitch et al. (1990) Nptll Gus gene da capa proteica de PRSV HA 5-1 Biobalistica
Fitch et al. (1993) NptlI Gus gene da capa proteica de PRSV HA 5-1 Agrobacterium tumefaciens
Cabrera-Ponce et al. (1996) Nptll Gus - Agrobacterium rhizogenes
Cheng et al. (1996) Nptll - Nib/CP/3 ner de PRSV YK Agrobacterium tumefaciens
Cai et al. (1999) Nptll Gus gene da capa proteica de PRSV HA 5-1 Biobalistica
Chen et al. (2001) Nptll Nao citado Gene da replicase de PRSV AL Agrobacterium tumefaciens
Fitch et al. (1994) Nptll Gus gene da capa proteica de PRSV HA 5-1 Biobalistica/Agrobacterium tumefaciens
Cabrera-Ponce et al. (1995) NptlI e bar Gus gene da phophinotricine acetyl transferase (bar) Biobalistica
Yang et al. (1996) Nptll Gus - Agrobacterium tumefaciens
Mabhon et al. (1996) Nptll Gus - Biobalistica
Consoli et al. (1995) Nio citado Nio citado - Agrobacterium rhizogenes
Fitch et al. (1992) Nptll Gus gene da capa protéica de PRSV HA 5-1 Biobalistica
Gonsalves et al. (1998) Nptll Gus gene da capa protéica de PRSV HA 5-1 Biobalistica
Fitch et al. (1998) Nptll Gus gene da capa protéica e da replicase de PRSV HA 5-1 Biobalistica
Neupane et al. (1998) Nptll - gene da ACC sintase Biobalistica/Agrobacterium tumefaciens
De la Fuente et al. (1997) Nao citado Nao citado gene da citrato sintase de P. aeruginosa Biobalistica
Ying et al. (1999) Nptll Gus - Agrobacterium tumefaciens




O aluminio, na sua forma AI’", ¢ toxico para muitas plantas, sendo o principal fator
limitante de produtividade em solos 4cidos. Algumas plantas mostram resisténcia natural ao
aluminio téxico, por serem capazes de liberar acidos organicos em grande quantidade,
como o 4cido citrico, que ¢ um quelante de Al’". Fuente et al. (1997), utilizou o gene
bacteriano da citrato sintase (CSb) para transformar mamoeiro, por biobalistica, com o
intuito de desenvolver plantas tolerantes ao aluminio. Os autores obtiveram plantas
contendo de duas a trés vezes o nivel de citrato sintase observado nas plantas nao
transformadas. Essas plantas foram capazes de desenvolver raizes e crescer normalmente
em concentragdes de aluminio de até 300 uM, enquanto que 0s mamoeiros nao
transformados eram incapazes de enraizar em concentragdes de iguais ou superiores 50 M.

Cabrera-Ponce et al. (1995) desenvolveram mamoeiros transgénicos expressando o
gene bar. Plantas transgénicas expressando este gene ndo apresentaram necrose mesmo
apo6s dois meses de aplicagao localizada de PPT, herbicida fosfinotricina, (na concentragao
de 3% peso/ volume) as folhas, enquanto que as plantas controle apresentaram necrose nas
folhas quando tratadas com concentragdes de 0,1% de PPT. Este ¢ o tinico relato, até o
momento, do desenvolvimento de mamoeiros com tolerancia a herbicida.

O etileno tem um papel importante no processo de amadurecimento de frutos. O
aminoacido metionina (Met) ¢ o precursor do etileno. A sua conversdo a S-adenosil
metionina (AdoMet), catalisada pela AdoMet sintetase, no ciclo de Yang fornece a matéria-
prima para a producdo de etileno, em duas reagdes subseqiientes. Estas reacdes sdo
catalisadas respectivamente pela ACC (acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) sintase e
ACC oxidase. No processo de maturagdo do fruto, o aumento na biossintese de etileno ¢
associado ao aumento na quantidade de ACC, na atividade das enzimas ACC sintase e
oxidase, e também nos niveis de mRNA especificos de ambas enzimas (Taiz & Zeiger,
1998). Na tentativa de reduzir a sintese de etileno durante o processo de amadurecimento
de mamdes, e com isso aumentar a vida de prateleira dos mesmos, Neupane ef al. (1998)
produziu versdes sense e antisense do gene ACC sintase de mamado e utilizou para
transformar as variedades Sunrise e Kapoho Solo. Mamoeiros transgénicos contendo a
versdao antisense deste gene foram obtidos e duas plantas de um mesmo evento de
transformagao apresentaram niveis significantes de antisense mRNA deste gene.

A principal caracteristica perseguida pela transformacdo genética de mamoeiro
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nestes ultimos 15 anos ¢ a resisténcia ao Papaya ringspot virus (PRSV). PRSV ¢ o nome
dado ao virus causador da mancha anelar do mamoeiro, que ¢ a principal doenga a limitar o
cultivo desta fruteira no mundo. Esse virus ¢ da familia Potyvirus e possui duas estirpes:
PRSV-p, que infecta mamoeiro e cucurbitaceas, e a estirpe PRSV-w, que infecta somente
cucurbiticeas.

Dois genes de PRSV ja foram utilizados para transformar mamoeiro com vistas a
obter resisténcia a este virus, sdo eles: o gene da replicase (NIb), e o gene da capa protéica
(cp). O gene da replicase ¢ responsavel por codificar a RNA dependente RNA polimerase
(RdRp), que participa do processo de replicacdo do virus. A resisténcia mediada pelo gene
da replicase ¢ uma das principais estratégias de obtencao de resisténcia a virus em plantas
transgénicas (Souza Junior & Gonsalves, 1999). O gene da replicase do PRSV foi utilizado
por Fitch et al. (1998) e Chen et al. (2001) no intuito de obter resisténcia em mamoeiros a
este virus. Ambos grupos relatam sucesso na obtengdo de plantas transgénicas expressando
o gene da replicase e resistentes a PRSV.

O gene cp produz a proteina capsidica, que participa do empacotamento do RNA
viral, além de ter participagdo no movimento viral dentro da planta e da interagdo com os
insetos vetores do virus. O gene da capa protéica de PRSV ¢é o gene mais utilizado na
producdo de mamoeiros transgénicos até o momento.

Diversos grupos ja relataram sucesso na obtengdo de mamoeiros expressando este
gene e resistentes a este virus (Fitch ef al. 1992; Tennant, 1996; Cheng et al. 1996; Souza
Junior, 1999; Cai et al. 1999). Esta estratégia permitiu, em 1998, a liberacao comercial das
primeiras fruteiras transgénicas resistentes a virus no mundo, os mamoeiros ‘Rainbow’ e

‘SunUp’ (Gonsalves, 1998).

2.6 Sistema de Transformacio

Somente dois sistemas de transformacdo foram utilizados para a producdo de
mamoeiros transgénicos até o momento, sdo eles: a transforma¢do mediada por
Agrobacterium e por biobalistica (Tabela 2).

O sistema de transformagdo mediada por Agrobacterium consiste em submeter

tecidos vegetais a uma suspensdo de bactérias, permitindo, assim, que estas se alojem no
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apoplasto (espaco intercelular), e estabelecam um canal de ligagdo com a célula vegetal,
por onde se procede a transferéncia de DNA da bactéria para a planta. A presenca de
moléculas “sinais” (compostos fenolicos - acetoseringona e derivados), estimula a bactéria
a se instalar no interior da planta e posterior integracdo do seu material genético ao genoma
da planta (Brasileiro et al. 1998).

Diferentes linhagens de 4. tumefaciens (GV3111; LBA4404; A136; C58-Z707) e A.
rhizogenes (LBA9402; A4T; 8196) foram utilizadas para transformar explantes de
mamoeiro. Dos trabalhos citados na Tabela 2, 55,6% utilizaram-se desse sistema de
transformagdo. Entretanto, a transformagdo mediada por A. tumefaciens foi de 80% quando
comparada com a mediada por A. rhizogenes (20%).

Embora Pang & Sanford (1988) tenham utilizado esse sistema de transformacdo
genética de mamoeiro, estes ndo foram capazes de regenerar plantas transgénicas.
Trabalhos posteriores, como os de Fitch et al. (1993), Cabrera-Ponce et al. (1996), Cheng
et al. (1996), Yang et al. (1996),Ying et al. (1999) e Chen et al. (2001) mostraram-se
capazes de regenerar mamoeiros transgénicos.

No desenvolvimento de transformagdo genética de mamao, a biobalistica ¢ outra
ferramenta que vem sendo usada ao longo desses 15 anos. A biobalistica consiste na
introducao direta de DNA no interior da célula, causando lesdes minimas nesta. Particulas
de ouro ou tungsténio, cobertas com o DNA a ser introduzido, sdo aceleradas na direcao
das células, mediante uso de gas Hélio sob alta pressdo. As particulas em altissima
velocidade penetram na célula, e o DNA ¢ entdo dissociado destas e integrado ao genoma
da planta (Brasileiro et al.1998).

Fitch et al. (1990), Cabrera-Ponce et al. (1995), Mahon et al. (1996), Tennant
(1996), De la Fuente et al. (1997), Gonsalves et al. (1998), Neupane et al. (1998), Cai et al.
(1999) e Souza Junior (1999) utilizaram a biobalistica e obtiveram sucesso no

desenvolvimento de mamoeiros transgénicos com esta técnica.

2.7 Eficiéncia de Transformacao

A transformacdo genética de mamoeiro ¢ um processo complexo, apresentando

diversas etapas, todas muito importante no que compete a eficiéncia deste. O sistema de
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transformagdo utilizado por Souza Junior (1999), pode ser dividido em quatro fases
principais: a) excisdo do embrido zigdtico imaturo (Figura 1), b) indugdo/ producdo de
embrido somadtico (Figura 2), c¢) selecdo de embrides somadticos potencialmente
transgénicos (“Putative Transgenic Embryo Cluster” - PTECs), e d) regeneracao de plantas
a partir de PTECs. A eficiéncia na transi¢do entre uma fase e outra ¢ fundamental na
medi¢do da eficacia do processo como um todo. A eficiéncia na obtengdo de embrides
somaticos a partir de embrides zigdticos imaturos na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia ¢ de aproximadamente 80%, enquanto que a obten¢do de PTECs a partir de
embrides somaticos secundarios (Figura 3 ¢ 4) submetidos a transformac¢do mediada por
biobalistica ¢ de quase 20%, e a eficiéncia de regeneragdo de plantas (Figura 5) a partir de
PTECs ¢ de 58% (dados ndo publicados). Portanto, o sistema de cultura de tecidos e
transformagdo genética de mamoeiro em uso na Embrapa tem uma eficiéncia de quase 9%;
isto €, para cada 100 embrides zigéticos excisados, nove eventos distintos de transformagao
sdo regenerados.

Cai et al. (1999) definiram eficiéncia de transformacdo de diversas formas, tais
como: a) namero de eventos distintos de transformagao por nimero de blocos de embrides
zigdticos que produziram embrides somadticos; b) numero de eventos distintos de
transformagao por grama de tecido fresco (bloco de embrides somaticos) utilizados na
transformagdo; e c) nimero de eventos distintos de transformagdo por placa de petri
contendo embrides somaticos submetidos a transformagao.

Mahon et al. (1996) relata uma taxa de transformagao média de 41% das placas de
petri bombardeadas, enquanto Cai ef al. (1999) relata 100%; isto ¢, nimero de placas de
petri que geraram plantas transgénicas, por numero de placas submetidas a transformagao.
Uma comparagdo direta da eficiéncia de transformagao entre os diversos trabalhos citados
na tabela 1 ndo ¢ possivel devido diferengca metodoldgica observadas (distintas variedades,

idade e tipo de explante usado na transformagao, sistema de transformagao, etc.).
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Figura 1. Explante de Carica papaya L. utilizado na transformagao genética. Embrido

zigdtico imaturo.

18



e e
=Ty
- "

Figura 2. Explante de Carica papaya L. utilizado na transformacdo genética. Embrido
zigdtico imaturo apresentando inicio de desenvolvimento de embrides

somaticos.
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Figura 3. Explante de Carica papaya L. utilizado na transformagdo genética. Embrides

somaticos secundarios.
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Figura 4. Expressdo transiente do gene reporter gus em embrides somaticos

secundarios de mamoeiro (Carica papaya L.).
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Figura 5. Mamoeiros regenerados in vitro a partir de embrides somaticos
potencialmente transgénicos (‘“Putative Transgenic Embryo Cluster” -

PTECs:).
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3. Conclusao

A transformacdo genética de mamoeiro ¢ hoje uma realidade, sendo que mamoeiros
transgénicos ja se encontram no mercado americano desde 1998. Outros mamoeiros
transgé€nicos se encontram em avancgada fase de avaliagdo em casa-de-vegetagdo e campo,
em diversos paises, entre os quais cabe destacar: Brasil, Jamaica, México, Taiwan e
Tailandia. Estes provavelmente chegardo ao mercado nos proximos anos.

Esta monografia objetivou fazer uma andlise sucinta dos ultimos 15 anos de
pesquisa em transformagdo genética de mamoeiro, relatando desde o primeiro sucesso de
transformagao genética de mamoeiro, publicagdo por Pang & Sanford (1988), até os
trabalhos mais atuais nessa area de pesquisa. Com esses trabalhos, pode-se verificar que:

a) Diversas variedades de mamoeiros do grupo Solo, que concentra as
principais variedades comercializadas no mundo, ja foram transformadas
geneticamente, entre elas: Sunrise, Sunset, Kapoho e Kamiya;

b) Embrides somaticos derivados de hipocotilos e de embrides zigoticos
foram até o momento os explantes de transformacdo mais utilizados;

C) O gene marcador mais usado no desenvolvimento de mamoeiros
transgénicos ¢ o gene nptll, que confere resisténcia ao antibidtico
canamicina, sendo que este esta presente na duas variedades transgénicas
comercializadas no Havai desde 1998 (Gonsalves, 1998). Tentativas de
uso de outros sistemas gene marcador/ agente seletor ndo lograram
sucesso similar ao do gene npt/l (Souza Junior et al., 2001);

d) A resisténcia ao Papaya ringspot virus foi o fendtipo mais buscado pela
transgenia de mamoeiro nestes Ultimos 15 anos;

e) Sucesso na transformacdo genética de mamoeiro foi obtido por diversos
grupos no mundo, utilizando tanto a transformacdo mediada por

Agrobacterium, quanto transformac¢ao mediada por biobalistica.
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