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RESUMO - O presente trabalho teve por objetivo estabelecer um protocolo de embriogênese somática
para o mamoeiro (Carica papaya L.) cv. Baixinho de Santa Amália, grupo Solo. Foram utilizados
quatro tipos de explantes e duas condições de cultivo, sendo as fases de indução de calos, indução e
maturação de embriões somáticos, alongamento e enraizamento das plântulas avaliadas em diferentes
meios de cultura. A combinação explante hipocótilo com folhas cotiledonares e meio de cultura ½MS +
10 mg L-1 de 2,4-D, sob condições de escuro, foi a mais favorável para a indução de calos friáveis.
Os meios de cultura HMH com 0,2 mg L-1 de ANA e 2,0 mg L-1 de cinetina e ½MS foram adequados
para a indução e maturação de embriões somáticos; o meio MS com 1 mg L-1 de GA3 foi adequado para
o alongamento das plântulas; e o meio MS com 1 mg L-1 IBA, para o enraizamento. A eficiência das
fases de indução de calos, indução de embriões, maturação de embriões, alongamento, enraizamento e
aclimatação das plântulas foi de 100%, 98%, 44%, 42%, 50% e 80%, respectivamente. O protocolo
estabelecido possibilita que o processo de embriogênese somática seja realizado em um período de
230 dias, com uma eficiência final de 7%, e pode ser utilizado em trabalhos de transformação genética
do mamoeiro.

Termos para indexação: explante, calo, embrião somático, desenvolvimento embrionário, plântula,
cotilédone.

PAPAYA SOMATIC EMBRYOGENIC PROTOCOL

ABSTRACT - The objective of this work was to establish a protocol for somatic embryogenesis of
papaya (Carica papaya L.) cv. Baixinho de Santa Amália, Solo group. Four explants and two culture
conditions were used. The phases of callus induction, somatic embryo induction and development,
elongation and rooting were evaluated in different culture media. The combination among hypocotyl
with cotyledonal leaves, ½MS medium with 10 mg L-1 2.4-D and dark conditions was the best to in-
duce friable calli. HMH medium with 0.2 mg L-1 ANA and 2.0 mg L-1 kinetin and ½MS medium were
suitable to induce and to develop somatic embryos. MS medium with 1 mg L-1 GA3 was the best to
elongate the plantlets and MS medium with 1 mg L-1 IBA to root them. The efficiency of callus induc-
tion, embryo induction, embryo development, elongation, rooting and acclimatization phases were
100%, 98%, 44%, 42%, 50% and 80%, respectively. The somatic embryogenic protocol enables the
process to be done in 230 days with final efficiency of 7%. This protocol can be used in papaya genetic
transformation.

Index terms: explants, callus, somatic embryo, embryonic development, seedlings, cotyledons.

INTRODUÇÃO

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma das fru-
teiras mais cultivadas e consumidas nas regiões tro-
picais e subtropicais do mundo, sendo o Brasil o
maior produtor, com 1,65 milhão de toneladas
(FAO..., 1996). As cultivares de mamoeiro mais uti-
lizadas no país são Sunrise Solo, Improved Sunrise
Solo line 72/12 e Tainung no 1. Ultimamente, alguns
agricultores têm utilizado a cultivar Baixinho de San-
ta Amália, resultante de uma mutação da cultivar
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Sunrise Solo, que apresenta menor porte como prin-
cipal vantagem e polpa mais mole como desvanta-
gem.

O desenvolvimento da cultura tem sido limitado
por fatores relacionados à natureza dióica,
heterozigose, à suscetibilidade a doenças e à falta de
métodos comerciais de multiplicação vegetativa
(Rajeevan & Pandey, 1986). A doença causada pelo
vírus-da-mancha-anelar-do-mamão (PRV) represen-
ta um dos maiores problemas fitossanitários para a
cultura, no mundo, sendo responsável, no Brasil, pelo
deslocamento dos plantios em direção a áreas não-
infestadas (Medina et al., 1989).

Nas últimas décadas, diversas técnicas de
biotecnologia têm sido empregadas com sucesso em
apoio a programas de melhoramento do mamoeiro,
tais como resgate de embriões, cultura de anteras,
isolamento e cultivo de protoplastos, produção de
sementes artificiais, micropropagação, marcadores
moleculares e transformação genética (Oliveira
et al., 1996).

Tratando-se do cultivo in vitro de tecidos de ma-
moeiro, diversos fatores têm sido observados afetan-
do o sistema, tais como o sexo, clone, idade da plan-
ta, época de coleta dos explantes, tipo de explante,
infecções sistêmicas, além de fatores relacionados à
composição do meio de cultivo e às condições de
cultura (Litz & Conover, 1981; Oliveira et al., 1996).
Uma das grandes limitações da cultura de tecidos
consiste na necessidade de ajustes no balanço de
nutrientes, reguladores de crescimento e condições
de cultura para cada cultivar maximizar o seu desen-
volvimento in vitro (Arora & Singh, 1978).

O estabelecimento de um protocolo de
embriogênese somática é importante por permitir a
multiplicação massal de mudas hermafroditas de ma-
moeiro e condições para que seja realizada a trans-
formação genética por via biolística, visando princi-
palmente à resistência ao vírus-da-mancha-anelar.

Em várias cultivares de mamoeiro, embriões
somáticos têm sido induzidos a partir dos explantes
pecíolo, caule, folhas, raízes e embriões zigóticos,
sendo, em seguida, regeneradas plântulas (Chen et al.,
1987; Fitch & Manshardt, 1990; Yang & Ye, 1992;
Fitch, 1993; Khatoon & Sultana, 1994; Mondal
et al., 1994).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um pro-
tocolo de embriogênese somática para o mamoeiro
(Carica papaya L.) cv. Baixinho de Santa Amália,
que possa ser aplicável aos materiais do grupo Solo.

MATERIAL E MÉTODOS

Os explantes iniciais do mamoeiro foram obtidos de
plântulas germinadas in vitro. Para a germinação foram
utilizados três frutos hermafroditas maduros provenientes
de plantas do Banco de Germoplasma de Mamão da
Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e
Fruticultura. A desinfestação dos frutos foi realizada em
condição asséptica, em solução de álcool 70% por dois
minutos, solução comercial de hipoclorito de sódio 2%
por 15 minutos, sendo, em seguida, lavados com água des-
tilada esterilizada por três vezes. A sarcotesta das semen-
tes foi removida em câmara de fluxo laminar; sendo o res-
tante de cada semente disposto em tubo de ensaio
(25 mm x 150 mm) sobre meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 500 mg L-1

de extrato de malte, e pH ajustado para 5,7. A germinação
ocorreu em sala de crescimento no escuro e com a tempe-
ratura de 25±2°C.

Para a indução de calos foram utilizados os explantes:
a) hipocótilo com folhas cotiledonares totalmente expan-
didas com 15 mm de comprimento; b) folhas cotiledonares
sem a nervura central; c) epicótilo (3 mm); d) secção de
hipocótilo (5 mm), coletados, em média, 20 dias após a
semeadura. Os explantes foram introduzidos individual-
mente em frascos (3,5 cm x 7,5 cm) contendo 15 mL dos
meios de cultura: a) ½MS suplementado com 2 mg L-1 de
2,4-D (ácido diclorofenoxiacético), 60 g L-1 de sacarose,
50 mg L-1 de meso-inositol, 2 mg L-1 de glicina,
0,5 mg L-1 de ácido nicotínico, 0,5 mg L-1 de piridoxina,
0,4 mg L-1 de tiamina, 400 mg L-1 de glutamina, 10 g L-1

de ágar, pH 5,7; b) ½MS suplementado com 10 mg L-1 de
2,4-D, 60 g L-1 de sacarose, 50 mg L-1 de meso-inositol,
2 mg L-1  de glicina, 0,5 mg L-1 de ácido nicotínico,
0,5 mg L-1 de piridoxina, 0,4 mg L-1 de tiamina,
400 mg L-1  de glutamina, 10 g L-1 de ágar, pH 5,7; c) meio
HMH (Alloufa, 1993) suplementado com 41 g L-1 de
sacarose, 0,18 mg L-1 de AIA (ácido indolacético),
0,20 mg L-1 de AIB (ácido indolbutírico), 0,19 mg L-1 de
ANA (ácido naftaleno acético), 0,22 mg L-1 de 2,4-D,
0,21 mg L-1 de cinetina e 0,23 mg L-1 de BAP
(benzilaminopurina), pH 6,5. Utilizaram-se condições de
cultivo no escuro e sob luz (fotoperíodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 1.500 lux), em temperatura de
25±2°C. O experimento foi inteiramente casualizado, con-
tendo 24 tratamentos com 10 repetições cada um, consti-
tuindo um fatorial 4x3x2 (quatro tipos de explante, três
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meios de cultura e duas condições de cultivo). Foram rea-
lizadas avaliações visuais da indução e crescimento dos
calos a cada cinco dias por 30 dias.

Para a obtenção de embriões somáticos, metade dos
calos induzidos em cada meio de cultura foi introduzida
no meio ½MS sem os reguladores de crescimento e a ou-
tra metade, no meio HMH com 0,2 mg L-1 de ANA e
2,0 mg L-1 de cinetina, sendo cultivados nas condições de
escuro e de luz (fotoperíodo de 16 horas e intensidade
luminosa de 1.500 lux), à temperatura de 25±2°C, por dois
recultivos, com passagens de quatro semanas. Foram rea-
lizadas avaliações mensais com relação à indução e
maturação dos embriões.

Para avaliação do alongamento das plântulas de ma-
moeiro, novos embriões somáticos foram induzidos e
maturados na combinação meios de cultura ½MS com
10 mg L-1 de 2,4-D e ½MS, no escuro. Em seguida, as
plântulas regeneradas foram individualizadas e avaliadas
em três meios de cultura: a) MS com 1,0 mg L-1 de GA3;
b) MS com 1,0 mg L-1 de CIN e 0,05 mg L-1 de ANA;
c) MS com 0,23 mg L-1 de BAP, 0,19 mg L-1 de ANA e
1,0 mg L-1 de GA3, por um período de 30 dias, sendo cul-
tivados em fotoperíodo de 16 horas, 1.500 lux e tempera-
tura de 25±2°C. Foram utilizadas 50 repetições por trata-
mento e consideradas alongadas as plântulas com tama-
nho superior a 5 mm.

O enraizamento das plântulas foi avaliado nos meios
de cultura MS com 1,0 mg L-1 de IBA, MS com 2,0 mg L-1

de IBA e MS com 3,0 mg L-1 de IBA, sempre com a
suplementação de 1,0 mg L-1 de riboflavina. A avaliação
foi realizada após um período de 30 dias, nas mesmas con-
dições de cultivo do experimento anterior, sendo utiliza-
das 20 plântulas com tamanho superior a 5 mm por trata-
mento, e realizado um corte de 1 mm da base das mesmas
antes da introdução in vitro.

A aclimatação foi realizada transplantando-se as
plântulas em copos de plástico de 300 mL contendo
substrato estéril à base de vermiculita, areia e matéria or-
gânica (1:1:1), sendo, inicialmente, mantidas sob condi-
ções de câmara úmida, temperatura de 27±4°C e
fotoperíodo de 16 horas. Em seguida, foi realizada a re-
dução gradual da umidade do ambiente de aclimatação.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A porcentagem de contaminação dos explantes foi
variável em razão da fase da cultura in vitro, com
médias de 4% durante as fases de indução de calos e
de embriões somáticos, 30% durante a germinação
dos embriões somáticos, 10% na multiplicação, 15%
no alongamento e 5% no enraizamento das plântulas,

sendo a maior parte das contaminações causada por
bactérias, provavelmente de natureza endógena.
A contaminação endofítica em tecidos de mamoeiro
é bastante comum (Drew & Smith, 1986; Rajeevan
& Pandey, 1986; Winnaar, 1988). A utilização de
explantes provenientes de plântulas germinadas
in vitro (Chen et al., 1987; Yamamoto & Tabata,
1989) não foi suficiente para contornar os níveis de
contaminação; portanto, em trabalhos posteriores,
devem ser adicionados antibióticos ao meio de cul-
tura, conforme recomendam Reuveni et al. (1990).

Em geral, os calos friáveis obtidos a partir dos
quatro tipos de explantes estudados apresentaram co-
loração amarelo-pálida, sendo maiores os de
hipocótilo com folhas cotiledonares, havendo, neste
caso, a formação de calos a partir do ponto de inser-
ção das folhas cotiledonares com o hipocótilo.
A formação de calos iniciou-se de três a cinco dias
após a introdução do explante no meio de cultura, e
o máximo crescimento foi atingido aos 20 dias.

A análise da melhor combinação explante x meio
de cultura x fotoperíodo permite observar que em
vários casos ocorreu 100% de indução de calos (Ta-
bela 1), mas quando foi analisada a porcentagem de
calos friáveis, houve 100% de indução apenas nas
combinações hipocótilo com folhas cotiledonares em
meio ½MS com 10 mg L-1 de 2,4-D e folha cotile-
donar em meio de cultura ½MS com 2 mg L-1 de
2,4-D, ambos mantidos no escuro (Tabela 2). Souza
Júnior (1994) já havia relatado a alta eficiência do
explante hipocótilo com folhas cotiledonares para a
indução de calos embriogênicos. No meio de cultura
HMH, os calos obtidos foram de maior tamanho,
apresentando, no entanto, menor friabilidade. Neste
meio de cultura, Alloufa (1993), trabalhando com
embriões zigóticos, obteve indução de calos supe-
rior a 60%, porém estes calos eram altamente
embriogênicos. Em geral, os calos mantidos no es-
curo apresentaram maior crescimento do que os man-
tidos em fotoperíodo de 16 horas, concordando, as-
sim, com os resultados obtidos por Winnaar (1987).

A indução de embriões somáticos ocorreu por
meio de um processo de embriogênese indireta, e so-
mente a partir de calos dos explantes hipocótilo com
folhas cotiledonares e folha cotiledonar. O cultivo no
escuro também apresentou os melhores resultados
(Tabela 3).
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TABELA 1. Porcentagem de indução de calos de explantes de mamoeiro (Carica papaya L.) cv. Baixinho de San-
ta Amália em diferentes meios de cultura e fotoperíodos, aos 20 dias de cultivo1.

Meio de culturaExplante Fotoperíodo
(claro/escuro) ½MS + 10 mg L-1 de 2,4-D ½MS + 2 mg L-1 de 2,4-D HMH

Hipocótilo com folhas
cotiledonares 16/8 90Aa 100Aa 100Aa
Folha cotiledonar 0Ab 0Ab 0Ab
Hipocótilo 30Bab 100Aa 100Aa
Epicótilo 0Ab 40Aab 0Ab

Hipocótilo com folhas
cotiledonares 0/24 100Aa 100Aa 100Aa
Folha cotiledonar 60ABa 100Aa 0Bb
Hipocótilo 80Aa 100Aa 100Aa
Epicótilo 90Aa 90Aa 100Aa

1 Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna não diferem significativamente, a 5% de probabilidade pelo teste não-
paramétrico de Kruskal-Wallis.

TABELA 2. Porcentagem de indução de calos friáveis de explantes de mamoeiro (Carica papaya L.) cv. Baixinho
de Santa Amália, em diferentes meios de cultura e fotoperíodos, aos 20 dias de cultivo1.

Meio de culturaExplante Fotoperíodo
(claro/escuro) ½MS+10mg L-1 de 2,4-D ½MS+2mg L-1 de 2,4-D HMH

Hipocótilo com folhas
cotiledonares 16/8 90Aa 60Aa 30Ab
Folha cotiledonar 0Ab 0Aa 0Ab
Hipocótilo 30Aab 30Aa 70Aa
Epicótilo 0Bb 40Aa 0Bb

Hipocótilo com folhas
cotiledonares 0/24 100Aa 90Aa 90Aa
Folha cotiledonar 60ABa 100Aa 0Bb
Hipocótilo 80Aa 0Bb 60ABab
Epicótilo 70Aa 80Aa 0Bb

1 Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna não diferem significativamente, a 5% de probabilidade pelo teste não-
paramétrico de Kruskal-Wallis.

A diferenciação dos calos formando embriões
somáticos ocorreu em sua superfície. Ao longo de
dois subcultivos de 30 dias houve formação de 0 a
30 embriões somáticos por calo. Os embriões eram
inicialmente globulares, passando, em seguida, para
as formas cordiforme, torpedo e cotiledonar. Num
mesmo calo embriogênico pôde-se observar embri-
ões em estágios distintos. Os embriões cotiledonares
formaram pequenas plântulas (<2 mm). Fitch (1993)
obteve resultados semelhantes, ou seja, dois a 20
embriões somáticos após três semanas, ao trabalhar

com hipocótilos das cultivares Kapoho, Sunset,
Sunrise e Waimanalo.

Houve grande variação na indução de embriões
em diferentes combinações de meio de cultura,
fotoperíodo e explante (Tabela 3). Essas variações
de respostas in vitro demonstram que para cada
explante existe uma melhor combinação de meio de
cultura e fotoperíodo para a obtenção de embriões
somáticos. A porcentagem máxima de indução de
embriões somáticos obtida (60%) foi superior à ob-
tida por Fitch (1993), que após seis semanas de cul-
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tivo em meio ½MS com 2,4-D obteve 45% de
embriogênese utilizando embriões zigóticos como
explantes iniciais. Os meios de cultura HMH com
0,2 mg L-1 de ANA e 2,0 mg L-1 de cinetina e ½MS
mostraram-se adequados para a indução de embriões.

Foram obtidas mais de uma centena de plântulas,
que se multiplicaram rapidamente à taxa média de
três por subcultivo de 30 dias. Mondal et al. (1994)
obtiveram taxa de multiplicação de 6,8 brotos a cada
15 dias nesta fase, utilizando segmentos de raízes
como explante inicial para a formação de calos.
As plântulas obtidas apresentaram folhas minúscu-
las, a maioria delas normais, alongamento reduzido
(< 2 mm), não enraizando mesmo em meio de cultu-
ra com altas concentrações de AIB (0,5 a 5,0 mg L-1).
Fitch (1993), embora tenha obtido elevada eficiên-
cia no processo de embriogênese, regenerou plântulas
predominantemente anormais. Litz (1986) destaca
que plântulas de mamoeiro derivadas de calo têm
apresentado considerável grau de anomalias, tais
como policotiledonia, fasciação e falha no crescimen-
to internodal. Tais anomalias também foram obser-
vadas nas plântulas regeneradas.

O alongamento das plântulas foi mais eficiente
no meio de cultura MS com 1 mg L-1 de GA3 (Tabe-
la 4). As plântulas apresentaram altura média de
7,60 mm aos 60 dias, ausência de multiplicação, a
maioria das folhas com desenvolvimento normal e
baixa porcentagem de formação de calos na base dos
explantes (26%), concordando com os resultados
obtidos por Winnaar (1988). Os meios MS com

1 mg L-1 de CIN e 0,05 mg L-1 de ANA e MS
com 0,23 mg L-1 de BAP, 0,19 mg L-1 de ANA e
1,0 mg L-1 de GA3 recomendados, respectivamente,
por Reuveni et al. (1990) e Chowdhury (1991), apre-
sentaram resultados inferiores. A fase de alongamento
é essencial para o enraizamento das plântulas, uma
vez que plântulas menores do que 5 mm e maiores
do que 10 mm dificilmente enraízam (Miller &
Drew, 1990).

Na Tabela 5 verifica-se que o enraizamento foi
mais eficiente no meio de cultura MS com 1 mg L-1

de IBA (50%), apresentando em média 2,75 raízes
por plântula e comprimento médio de 1,50 cm, asso-
ciado a pequena proporção de formação de raízes
anormais e melhor desenvolvimento da parte aérea.
As raízes formadas eram na maioria das vezes nor-
mais e com geotropismo positivo, com diâmetro em

1 1: ½MS + 10 mg L-1 de 2,4-D; 2: ½MS + 2 mg L-1 de 2,4-D; 3: HMH; 4: ½MS; 5: HMH + 0,2 mg L-1 de ANA + 2,0 mg L-1 de cinetina.

Explante Fotoperíodo Meio indução calos/meio indução embriões1

(claro/escuro) 1/4  1/5 2/4  2/5 3/4 3/5
Hipocótilo com 16/8 0 60 0 0 0 0
folhas cotiledonares 0/24 60 0 0 0 0 0

Folha cotiledonar 16/8 0 0 0 0 0 0
0/24 20 60 20 60 0 0

Hipocótilo 16/8 0 0 0 0 0 0
0/24 0 0 0 0 0 0

Epicótilo 16/8 0 0 0 0 0 0
0/24 0 0 0 0 0 0

TABELA 3. Porcentagem de indução de embriões somáticos em mamoeiro (Carica papaya L.) cv. Baixinho de
Santa Amália introduzidos em diferentes combinações de meios de cultura.

TABELA 4. Alongamento de plântulas de mamoeiro
(Carica papaya L.) cv. Baixinho de Santa
Amália introduzidas em diferentes meios
de cultura1.

Meio de cultura2 Altura média
das plântulas

(mm)

Formação de calo
na base dos

explantes (%)

MS+GA3 7,60a 26
MS+CIN+ANA 5,53b 83
MS+BAP+ANA+GA3 2,40c 96

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem significativa-
mente, a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

2 MS + GA3 (1,0 mg L-1); MS + CIN (1,0 mg L-1) + ANA (0,05 mg L-1);
MS + BAP (0,23 mg L-1) + ANA (0,19 mg L-1) + GA3 (1,0 mg L-1).
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torno de 1 mm e com pelo menos quatro raízes ad-
ventícias. Esses resultados estão de acordo com os
obtidos por Rahaman et al. (1992), Islan et al. (1993)
e Vianna (1996). Porcentagens superiores de
enraizamento (> 85%) foram obtidas por Reuveni
et al. (1990) e Drew (1988), utilizando plântulas com
três a cinco folhas e crescimento ativo da parte aérea.

A adição de riboflavina ao meio de cultura foi
importante por atuar fotooxidando o IBA (Drew et al.,
1991), uma vez que, embora o IBA seja muito efi-
ciente na indução de raízes, pode atuar retardando o
desenvolvimento delas (Drew, 1988).

A sobrevivência das plântulas normais durante o
processo de aclimatação foi de 80%, variando em
virtude da qualidade da parte aérea e raízes das
plântulas. Rajeevan & Pandey (1986) obtiveram re-
sultados semelhantes, utilizando o mesmo substrato.

A eficiência do protocolo de embriogênese
somática foi de 7%, requerendo um período de 230
dias (Tabela 6). Yang & Ye (1992) obtiveram efici-
ência de 36% no processo, após 240 dias e utilizan-
do pecíolos como explante inicial. Estes autores ob-
tiveram 94% de eficiência na fase de desenvolvimento
dos embriões que resultaram em plântulas de melhor
qualidade maximizando as etapas posteriores. Porém,
como foram obtidas dezenas de embriões somáticos
de cada calo na fase da indução, a eficiência de 44%
consiste em um valor relevante. Trabalhos posterio-
res visando aumentar a eficiência de cada etapa do
processo de embriogênese somática e reduzir os ní-
veis de contaminação podem ser realizados visando
maximizar o sistema proposto.

O protocolo proposto foi utilizado com sucesso
na embriogênese somática da cultivar de mamoeiro
Sunrise Solo, apresentando resultados bastante se-
melhantes aos obtidos com a cv. Baixinho de Santa
Amália, provavelmente pelo fato de as cultivares per-

tencerem ao mesmo grupo Solo. Portanto, espera-se
que o protocolo possa ser utilizado também para
outros materiais do grupo Solo.

CONCLUSÕES

1. As combinações de ½MS com 10 mg L-1 de
2,4-D e de HMH com 0,2 mg L-1 de ANA e 2,0 mg L-1

de cinetina ou ½MS, ambas na ausência de luz, são
as mais adequadas à embriogênese somática a partir
de hipocótilo com folhas cotiledonares de mamoeiro
cv. Baixinho de Santa Amália.

2. O meio MS com 1 mg L-1 de GA3 é o mais ade-
quado para o alongamento e o meio MS com 1 mg L-1

IBA para o enraizamento das plântulas.
3. O protocolo estabelecido possibilita que o pro-

cesso de embriogênese somática seja realizado em
um período de 230 dias, com eficiência total de 7%,
e pode ser utilizado em trabalhos de transformação
genética do mamoeiro.
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