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RESUMO 

CHAGAS, Kristhiano; M.Sc.; Universidade Federal do Espírito Santo; Fevereiro de 
2014; Maturação e germinação de embriões somáticos do mamoeiro ‘Golden 
THB’; Orientador: Rodrigo Sobreira Alexandre, Co-orientadores: Edilson Romais 
Schmildt, Wagner Campos Otoni e José Carlos Lopes. 

Objetivou-se avaliar a maturação e germinação de embriões somáticos do mamoeiro 
‘Golden THB’. Para a obtenção dos embriões somáticos, folhas cotiledonares de 
plântulas de mamoeiro obtidas da germinação in vitro, em meio MS basal, foram 
inoculadas em meio de indução contendo sais de MS; myo-inositol (0,55 mM), 
sacarose (87,5 mM), ágar-ágar Vetec® (8 g L-1) e suplementado com 4-CPA (ácido 
p-clorofenoxiacético) (25 μM). Após 50 dias, os calos embriogênicos foram 
transferidos para os meios de maturação: Experimento 1 (MM1) constituído de meio 
MS, ABA (0,5 μM, CA (15 g L-1) e os tratamentos suplementados com diferentes 
concentrações de PEG 6000 (0; 40; 50; 60 e 70 g L-1) durante 45 dias; Experimento 
2 (MM2) constituído de meio MS, ABA (0,5 μM), CA (15 g L-1) e os tratamentos 
suplementados com diferentes concentrações de extrato de malte (0,0; 0,1; 0,2; 0,3 
e 0,4 g L-1) durante 45 dias. Os tratamentos foram compostos com quatro repetições 
de três placas de Petri de 100 mm × 20 mm, contendo quatro calos embriogênicos. 
Os embriões cotiledonares normais gerados no MM2 suplementado com ABA (0,5 
μM), CA (15 g L-1) e extrato de malte (0,2 g L-1) foram transferidos para os meios de 
germinação (MG) formado pelo meio MS concentração total de sais, sacarose (87,5 
mM), myo-inositol (0,0; 0,275; 0,550 e 0,825 mM) e ágar-ágar Vetec® (8 g L-1). Os 
dados foram submetidos à análise de variância e as médias estudadas por análise 
de regressão. Os tratamentos com PEG foram inferiores e prejudicaram o processo 
de formação dos embriões e sua utilização na concentração de 70 g L-1 reduz em 
31,85% a produção de embriões somáticos total e normais do mamoeiro ‘Golden 
THB’. Portanto, para a embriogênese somática do mamoeiro ‘Goden THB’ não se 
recomenda a maturação em meio contendo PEG 6000. A adição de extrato de malte 
(0,17 g L-1), no meio de maturação potencializou o desenvolvimento embrionário de 
mamoeiro ‘Golden THB’, 45,40 ES calo-1. Identificou-se a ocorrência de 
embriogênese somática secundária e a formação de embriões somáticos anormais. 
A suplementação de myo-inositol (0,45 mM) no meio MS proporcionou ganhos 
significativos na porcentagem de germinação de embriões somáticos e posterior 
conversão em plântulas de mamoeiro ‘Golden THB’. 

Palavras-chave: Carica papaya L., embriogênese somática, carboidratos, auxina. 
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ABSTRACT 

CHAGAS, Kristhiano; M.Sc.; Universidade Federal do Espírito Santo; Fevereiro de 
2014; Maturation and germination of somatic embryos of papaya ‘Golden THB’; 
Adviser: Rodrigo Sobreira Alexandre, Committeed Members: Edilson Romais 
Schmildt, Wagner Campos Otoni and José Carlos Lopes. 

This work aimed to evaluate the maturation and germination of somatic embryos of 
papaya 'Golden THB'. To obtain the somatic embryos, cotyledons of seedlings of 
papaya obtained from in vitro germination in MS basal medium, were inoculated into 
induction medium containing MS salts; myo-inositol (0.55 mM), sucrose (87.5 mM), 
agar Vetec ® (8 g L-1) supplemented with 4 -CPA (p-chlorophenoxyacetic acid) (25 
mM). After 50 days, the calli were transferred to maturation medium: Experiment 1 
(MM1) consisting of MS medium, ABA (0.5 mM, CA (15 g L-1) and the treatments 
supplemented with different concentrations of PEG 6000 (0, 40, 50, 60 and 70 g L-1) 
for 45 days; Experiment 2 (MM2), consisting of MS medium, ABA (0.5 mM), CA (15 g 
L -1) and the supplemented treatments different concentrations of malt extract (0.0, 
0.1, 0.2, 0.3 and 0.4 g L-1). During 45 days the treatments consisted of four replicates 
of three Petri dishes of 100 mm × 20 mm, containing four calli. The normal 
cotyledonary embryos generated in MM2 supplemented with ABA (0.5 mM), CA (15 g 
L-1) and malt extract (0.2 g L-1) were transferred to the germination medium (GM) 
formed by the total concentration of medium MS salts, sucrose (87.5 mM), myo-
inositol (0.0, 0.275, 0.550 and 0.825 mM) and agar Vetec ® (8 g L-1). The data were 
subjected to analysis of variance and means studied by regression analysis. 
Treatment with PEG were lower and harmed the process of formation of embryos 
and their use at a concentration of 70 g L-1 reduces by 31.85% of the total production 
and normal somatic embryos of papaya 'Golden THB'. So for somatic embryogenesis 
of papaya 'Goden THB' not recommended in the maturation medium containing PEG 
6000. Adding malt extract (0.17 g L-1) in the maturation medium potentiated the 
embryonic development of papaya 'Golden THB', 45.40 ES callus-1. Identify the 
occurrence of secondary somatic embryogenesis and the formation of abnormal 
somatic embryos. The supplementation of myo-inositol (0.45 mM) in MS medium 
yielded significant gains in the percentage of germination of somatic embryos and 
conversion into plantlets papaya 'Golden THB'. 

Keywords: Carica papaya L., somatic embryogenesis, carbohydrates, auxin. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil destaca-se no cenário mundial como um dos maiores produtores de 

mamão (Carica papaya L.) com aproximadamente 12% do volume global, sendo 

superado apenas pela Índia com 41,2% da produção mundial (FAO, 2014), apesar 

do índice de exportação brasileiro ainda ser considerado incipiente, com taxa menor 

que 2% (IBRAF, 2014; IBGE, 2014). O Brasil ocupa o segundo lugar na exportação 

mundial, superando a Malásia, porém com exportação inferior à do México, que é 

favorecido pela forte relação comercial com o vizinho Estados Unidos (KIST et al., 

2012). 

O cultivo do mamão vem ocupando uma área de aproximadamente 33 mil 

hectares em todo o País, com produtividade média de 50 t ha-1, destacando-se as 

regiões Sudeste e Nordeste, com maior área e maior rendimento, respectivamente. 

O estado da Bahia ocupa a primeira posição no ranking nacional, respondendo por 

45% da produção, seguida do Espírito Santo, com 31,93%, Ceará e Rio Grande do 

Norte, com um montante em torno de 10% (EMBRAPA, 2013). 

No estado do Espírito Santo, o município de Pinheiros, e na Bahia os 

municípios de Prado e Porto Seguro são os maiores produtores de mamão do grupo 

Formosa (principalmente o híbrido ‘Tainung 01’). Entretanto, no Espírito Santo os 

municípios de Linhares e Sooretama são os maiores produtores de mamão do grupo 

Solo (principalmente ‘Golden’ e ‘Golden THB’ para exportação e ‘Sunrise Solo’ para 

o mercado nacional) (SERRANO & CATTANEO, 2010). 

Algumas características agronômicas positivas foram verificadas em 

acessos de ‘Golden THB’, como o predomínio de poucas flores estéreis e muitas 
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flores hermafroditas perfeitas, bem como ausência de carpeloidia e petandria; além 

de frutos com formato de pêra (QUINTAL et al., 2012), cultivar do grupo Solo, 

altamente produtivo, com plantas uniformes, vigorosas e de elevada sanidade. Os 

frutos são de ótima qualidade, uniformes, com ótimo padrão comercial, formato 

periforme, e apresentam excelente coloração externa e interna. A polpa apresenta 

coloração alaranjada e de textura firme. O ‘Golden THB’, quando comparado a 

outros cv do grupo Solo apresenta como vantagem, plantas com porte baixo (2,0 a 

2,5 m aos dois anos e meio de idade), facilitando ao produtor os tratos culturais e a 

colheita dos frutos (FELTRIN SEMENTES, 2009). 

O mamoeiro possui essencialmente três tipos de flores, das quais originam 

plantas do sexo masculino, feminino e hermafrodita, esta última é preferível por 

produzir frutos de formato alongado, com variações de formato piriforme a cilíndrica, 

com pequena cavidade interna e maior valor comercial (DANTAS & CASTRO NETO, 

2000). As plantas femininas produzem frutos de formato arredondado ou 

ligeiramente ovalado, cuja cavidade interna é grande e necessitam da fecundação 

por pólen de plantas masculinas ou hermafroditas para produzirem frutos (COSTA & 

PACOVA, 2003). 

Entre plantas hermafroditas do grupo Solo, na descendência autofecundada 

é esperada a proporção de 2:1 entre hermafroditas e femininas (MA et al., 2004). 

Essa segregação exige que se faça a eliminação das plantas femininas em plantios 

comerciais, por ocasião do início do florescimento (3 a 5 meses após o plantio). 

Como não se conhece o sexo das plantas no início do plantio, os agricultores 

plantam pelo menos três mudas por cova, o que aumenta os custos de produção, 

além de afetar o desenvolvimento das plantas hermafroditas em razão da 

competição por água, luz e nutrientes. 

Para a solução desses problemas, a propagação vegetativa é uma 

alternativa, e a embriogênese somática é um método de propagação vegetativa 

realizado por meio de processo de iniciação e desenvolvimento de embriões 

somáticos in vitro, a partir de células e tecidos somáticos, capazes de originar 

indivíduos geneticamente idênticos à planta matriz e livre de doenças, 

principalmente pelo fato da cultura in vitro permitir obtenções de plantas axênicas. 
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Assim, objetivou-se neste trabalho estabelecer um meio de maturação 

favorável à formação dos embriões somáticos indiretos provenientes de folhas 

cotiledonares de mamoeiro ‘Golden THB’, bem como avaliar a sua germinação. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

  

2.1 - Cultura de tecidos 

Na cultura de tecidos alguns conceitos são muito importantes, como a 

totipotência, competência e determinação celular. Segundo Haberlandt (1902) 

totipotência celular é a capacidade que a célula apresenta de sofrer divisões e dar 

origem a um organismo inteiro. Células responsivas seriam aquelas que possuem 

sensibilidade, que foi definida por Trewavas (1981) como sendo a competência de 

um tecido em responder a um sinal específico. Determinação é o processo pelo qual 

o potencial de desenvolvimento de uma célula torna-se limitado a uma rota 

específica (CHRISTIANSON, 1985). 

Um exemplo de tecido com baixa determinação e elevada competência para 

formação de embriões é o calo. O calo é considerado um tecido indiferenciado, ou 

pouco diferenciado, podendo ser induzido, tornando-se determinado e, finalmente 

sofrer diferenciação para formar embriões somáticos, conforme o balanço hormonal 

aplicado (SKOOG & MILLER, 1957). 

Diversos fatores influenciam no êxito do cultivo de tecidos, como o tipo de 

explantes, a desinfestação, o meio de cultura, os fitohormônios endógenos, a adição 

de substâncias reguladoras do crescimento no meio, a concentração osmótica, a luz 

e a temperatura. O sucesso na tecnologia e aplicação dos métodos de cultura in 

vitro deve-se a uma melhor compreensão dos requerimentos nutricionais das células 

e tecidos em cultura. Os dois fatores que mais frequentemente determinam o 

sucesso da cultura de tecidos vegetais são a origem do explante e o meio nutritivo 
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onde são cultivados, este composto por elementos essenciais e por componentes 

opcionais. 

 

2.2 - Embriogênese Somática 

A embriogênese in vitro foi descrita pela primeira vez por Steward et al. 

(1958), em cultivo de células isoladas de raiz de cenoura. A embriogênese somática 

exerce um papel importante na variação genética, hibridização somática e variação 

somaclonal, considerando-se que a expressão diferencial de um gene em células 

somáticas abrange a mudança na programação de desenvolvimento dessas células, 

culminando na capacidade de manifestar o potencial embriogênico (ZENG et al., 

2006). 

Morfologicamente, os embriões somáticos apresentam desenvolvimento 

muito semelhante ao do embrião zigótico. No início há uma diferenciação estrutural 

bipolar, que consiste do ápice caulinar e radicular, passando pelos estádios de 

desenvolvimento embrionários: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar 

(GUERRA et al., 1999). 

O início da embriogênese somática se dá com a formação de células com 

competência embriogênica, seguida pela formação do embrião somático, maturação, 

germinação e conversão completa da plântula (VON ARNOLD et al., 2002). A 

competência embriogênica celular é a capacidade de responder a sinais específicos, 

tais como condições de cultura e concentração de fitorreguladores, sendo que a 

indução de embriões somáticos é a resposta a esses sinais (YEUNG, 1995).  

A embriogênese pode acontecer diretamente no tecido (via direta), na 

ausência de calo ou a partir deste (via indireta), que apresenta células em divisão 

desorganizadas, em diferentes estádios de diferenciação, das quais se originam os 

pró-embriões, comumente com o uso de altas concentrações de auxinas (GUERRA 

et al., 1999). 

A embriogênese somática é técnica pela qual as células somáticas se 

desenvolvem à estruturas que se assemelham a embriões zigóticos, isto é, bipolar e 
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sem conexão vascular ao tecido parental, com estádios embriológicos 

característicos, sem fusão de gametas (JIMÉNEZ, 2001). 

Para que ocorra o processo de embriogênese somática, as células 

diferenciadas devem, antes de tudo, ser desdiferenciadas depois da divisão celular, 

para estarem determinadas como células embriogênicas e posteriormente serem 

rediferenciadas (PASQUAL et al., 1997). As células somáticas adquirem 

características embriogênicas por meio de uma completa reorganização do estádio 

celular, incluindo a fisiologia, o metabolismo e a expressão gênica (FEHÉR et al., 

2003). De modo geral, o processo de embriogênese somática ocorre em três fases 

distintas: indução, maturação e germinação, sendo necessárias diferentes condições 

de cultura para a obtenção de sucesso em cada fase. 

A fase de indução da embriogênese somática é provavelmente a etapa mais 

importante do processo, pois sua frequência pode ser influenciada pelas condições 

de cultivo (CASTILLO et al., 1998; ALMEIDA et al., 2001; ASCENCIO-CABRAL et 

al., 2008; SUN et al., 2011; ANANDAN et al., 2012), tecidos vegetais utilizados 

(FARZANA et al., 2008), genótipo (MALABADI et al., 2011; VALE, 2013) e níveis 

hormonais no explante (PERES et al., 1997; JIMÉNEZ et al., 2005; BISPO et al., 

2007). 

Acredita-se que as auxinas sintéticas em altas concentrações têm efeito na 

indução da embriogênese somática relacionada à sinalização e como um 

componente que gere estresse (FEHER et al., 2003). Em geral, na maioria dos 

modelos de embriogênese somática in vitro, as auxinas, a exemplo o 2,4-D, são 

consideradas substâncias responsáveis pelo desencadeamento dos processos de 

desdiferenciação (modelos indiretos) e rediferenciação (modelos diretos), alterando 

a determinação e conferindo novas competências às células responsivas presentes 

nos explantes (GUERRA et al., 1999).  

Porém, outras auxinas também já foram utilizadas para a indução de 

embriogênese somática em diversas espécies, como o ácido 4-amino-3,5,6-

tricloropicolínico (Picloram) em cana-de-açúcar (GARCIA et al., 2007); ácido α-

naftalenoacético (ANA) em mamão (FARZANA et al., 2008); ácido 4-

clorofenoxiacético (4-CPA) em goiaba ‘Paluma’ (MOURA & MOTOIKE, 2009) e 
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Cleome rosea Vahl. (SIMÕES et al., 2010), e ácido 3,6-dicloroanísico (Dicamba) em 

Cedrela odorata L. (PEÑA-RAMÍREZ, 2011). 

A embriogênese somática ainda necessita de maiores estudos para a 

definição do sinal que inicia esse processo. A aquisição da competência 

embriogênica e desenvolvimento do embrião parecem ser controlados por uma 

combinação da regulação espacial e temporal de genes específicos. Esses genes 

podem ser divididos em dois grupos: promotores e repressores da embriogênese 

somática, sendo que entre os promotores o melhor caracterizado é o SERK 

(Embriogênese Somática Quinase Receptor), isolado de células embriogênicas de 

várias espécies, dentre elas, cenoura (SCHMIDT et al., 1997), Bracchiaria spp. 

(KOEHLER, 2010), Ananas comosus (MA et al., 2012) e Cyclamen persicum Mill 

(SAVONA et al., 2012) e  

Após a indução, a fase de maturação refere-se ao estádio em que se 

estimula a progressão das fases iniciais dos embriões para as tardias. A estratégia 

empregada consiste em interromper os ciclos repetitivos de divisão celular e fornecer 

os estímulos fisiológicos, bioquímicos e ambientais para a diferenciação celular, 

originando, dessa forma, grande número de embriões somáticos maduros, de alta 

qualidade e aptos a se tornarem plantas (GUERRA et al., 1999). 

O processo de maturação é uma etapa crítica no desenvolvimento do 

embrião somático. Esta fase é distinta pela expansão, diferenciação e acúmulo de 

substância de reserva do embrião, assim sendo determinante na germinação e 

conversão bem sucedida dos embriões somáticos (MISHRA et al., 2012). As 

principais substâncias promotoras de maturação são o ácido abscísico (ABA); 

agentes osmóticos, como polietilenoglicol (PEG), carboidratos, hexitois e carvão 

ativado (LAKSHMANAN, 2005). 

A adição de ABA no meio de cultura para estimular o processo de maturação 

é amplamente utilizada para diversas espécies como em Cocos nucifera L. 

(FERNANDO & GAMAGE, 2000), Pinus patula (MALABADI & STADEN, 2005), 

Carica papaya (FARZANA et al., 2008), Jarilla heterophylla (NUÑO-AYALA et al., 

2012), Brassica napus (AHMADI et al., 2014) e Oryza sativa (MATSUNO & 

FUJIMURA, 2014). Na ausência de ABA, a maturação resulta em embriões 
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somáticos pouco desenvolvidos e frequentemente anormais, apresentando baixa 

capacidade para a germinação e desenvolvimento da planta (DETONI, 2013). 

Em mamoeiro cv. Co7, a maturação de embriões somáticos apresentou 

correlação positiva com o aumento da concentração de ABA (ANANDAN et al., 

2012). Portanto, segundo estes autores, a maior concentração de ABA (39,72 µM) 

resultou num maior rendimento de embriões em estádio cotiledonares e na sua 

ausência ou em menores concentrações de ABA resultou na produção de um 

número de embriões, na qual a maioria era anormal. 

Em outros trabalhos, como o de Finkelstien e Crouch (1986), verifica-se que 

a maturação de embriões de Brassica napus L. cv. Tower está frequentemente 

associada ao baixo potencial osmótico do meio de cultura.  

A osmolaridade está relacionada com alguns componentes do meio de 

cultivo, como por exemplo, o polietilenoglicol (PEG), que é um agente osmótico não 

plasmolizante, com moléculas de alto peso molecular que não são capazes de 

atravessar a parede celular, que conduz a uma restrição da absorção de água, uma 

reduzida pressão de turgescência e à redução no potencial osmótico intracelular 

(MISRA et al., 1993), conduzindo à dessecação. Essa dessecação induzida pelo 

PEG no meio de cultura pode estimular a produção endógena de ácido abscísico 

(ABA), que é o responsável pela síntese de substâncias de reserva importantes para 

as demais fases do desenvolvimento do embrião, como as proteínas LEA (Late 

Embryogenesis Accumulated). O PEG também pode atuar no controle da expressão 

de diversos genes responsáveis pela divisão, diferenciação o desenvolvimento do 

meristema apical do caule (STASOLLA et al., 2003a). Smulders et al. (2011) 

propuseram que esse tipo de estresses também pode provocar modificações na 

metilação do DNA. 

De acordo com Rancé et al. (1994), os tratamentos de dessecação do 

embrião, como o produzido pelo PEG, podem resultar em rápidas mudanças 

bioquímicas, desencadeando a atividade de proteínas específicas. Em Prosopis 

laevigata (BUENDÍA-GONZÁLEZ et al., 2012), a presença de PEG foi essencial para 

a conversão dos embriões somáticos em plântulas, que só teve início com a indução 

do estresse hídrico induzido pelo PEG. 
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Outras substâncias como o carvão ativado é frequentemente adicionado a 

formulações no meio de cultura, para complexar compostos indesejáveis e assim 

melhorar as respostas morfogênicas dos explantes (SÁENZ et al., 2010). 

Trabalhando com a embriogênese somática de mandioca, Groll et al. (2002) 

demonstraram que a suplementação do meio com carvão ativado teve efeito positivo 

na diferenciação e posterior germinação dos embriões somáticos. Krajňáková et al. 

(2009) obtiveram a melhor porcentagem de germinação com embriões somáticos de 

Abies cephalonica, quando estes amadureceram em meios suplementados com 

21,6% de carvão ativo (CA). 

A interação positiva do ácido abscísico com o carvão ativado no 

desenvolvimento e na produção de embriões somáticos foi observada por Pullman et 

al. (2005), na progressão da embriogênese e na melhoria da morfologia dos 

embriões. 

Embriões somáticos podem ser transferidos para diferentes meios de 

germinação, que pode ser suplementado com ácido giberélico (GA3) (KAYIM & KOC, 

2006; ABREU, 2010; NUÑO-AYALA et al., 2012); com diferentes combinações de 

citocininas e auxinas (CLARINDO et al., 2008; SUN et al., 2011), ou desprovido de 

fitorreguladores de crescimento (SIMÕES et al., 2010; TEXEIRA et al., 2011; 

PINHEIRO et al., 2012), para que ocorra a conversão em plântulas. O sucesso 

dessa etapa, que culmina com a formação de plântulas normais, é dependente da 

formação de embriões normais no processo de maturação (DETONI, 2013). 



10 
 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material vegetal  

A germinação de sementes in vitro para a obtenção de explantes e a 

embriogênese somática foram realizadas no Laboratório de Cultura de Tecidos 

Vegetais no Centro Universitário Norte do Espírito Santo (CEUNES), da 

Universidade Federal do Espírito Santo (UFES), localizado no Campus Universitário 

São Mateus-ES. 

As sementes foram retiradas de frutos de mamoeiro ‘Golden THB’ em 

estádio cinco de maturação, fase em que mais de 75% da superfície do fruto 

apresenta coloração amarela, feita a remoção da sarcotesta pelo método de cal 

hidratada e fricção em peneira de polipropileno e lavadas em água corrente com 

detergente neutro. Em câmara de fluxo laminar, as sementes foram imersas em 

álcool 70% por um minuto, seguida de solução de hipoclorito de sódio comercial 

(2,5%) (Teiú®, Brasil), com a adição de três gotas de Tween-20®, durante 15 minutos 

e, ao final, tratadas com peróxido de hidrogênio a 50% por 10 minutos. No intervalo 

de cada tratamento, as sementes foram lavadas três vezes com água destilada 

autoclavada. 

Após a desinfestação, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio 

contendo 10 mL de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) concentração total de 

sais, myo-inositol (0,55 mM), sacarose (87,5 mM) e ágar-ágar Vetec® (8 g L-1), pH 

ajustado para 5,7 ± 0,1 antes da adição do ágar e posterior autoclavado por 20 

minutos a temperatura de 121°C e à pressão de 1,05 kg cm-2. As culturas foram 

mantidas em estufa incubadora com temperatura alternada 20-30 ºC, com 
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fotoperíodo de 12 horas, fornecendo uma intensidade luminosa de 60 µmol m-2 s-1 de 

fluxo de fótons fotossintéticos. Após o rompimento do tegumento e início da 

protrusão da raiz primária, as sementes foram colocadas no escuro, mantendo-se a 

alternância da temperatura. 

 

3.2 Fase de indução 

Em câmara de fluxo laminar, as folhas cotiledonares (FC) extraídas de 

plântulas cultivadas in vitro com idade de 30 dias, foram inoculados em placas de 

Petri de vidro estéreis 100 x 20 mm, contendo meio de indução (MI) de 

embriogênese somática formado pelo meio MS, myo-inositol (0,55 mM), sacarose 

(87,5 mM), ágar-ágar (8 g L-1) e suplementado com 4-CPA - ácido 4-

clorofenoxiacético (25 μM). O MI teve o pH ajustado para 5,7 ± 0,1 antes da adição 

do ágar, posterior autoclavado por 20 minutos a temperatura de 121°C e à pressão 

de 1,05 kg cm-2. 

Após a inoculação dos explantes, as placas de Petri foram vedadas com 

filme plástico PVC (Goodyear, Brasil) e envolvidas com papel laminado para impedir 

a passagem de luz, sendo mantidas em estufa incubadora a 27 ± 1 °C por 50 dias. 

 

3.3 Fase de maturação 

3.3.1 Experimento 1 – Polietilenoglicol (PEG) na maturação de embriões somáticos 

de mamoeiro ‘Golden THB’. 

Após 50 dias no MI com 4-CPA (25 μM), os calos embriogênicos foram 

transferidos para os meios de maturação (MM1) formado pelo meio MS, myo-inositol 

(0,55 mM), sacarose (87,5 mM), ágar-ágar Vetec® (8 g L-1) e suplementado com 

ácido abscísico - ABA (0,5 μM), carvão ativo - CA (15 g L-1) e os tratamentos 

consistindo em diferentes concentrações de polietilenoglicol - PEG 6000 (0; 40; 50; 

60 e 70 g L-1). Todos os meios foram autoclavado por 20 minutos a temperatura de 

121°C e à pressão de 1,05 kg cm-2 e posterior vertidos em placas de Petri de vidro 

estéreis 100 x 20 mm, vedadas com filme plástico PVC e mantidas em câmara 
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incubadora com temperatura a 27 ± 1 °C e fotoperíodo de 12 horas, fornecendo uma 

intensidade luminosa de 60 µmol m-2 s-1 de fluxo de fótons fotossintéticos, por 45 

dias. Com auxílio de um microscópio estéreo Motic® modelo SMZ 168 provido de 

lentes oculares com o aumento de 10x e a objetiva regulada em 1,5x, foram 

avaliados: número total de embriões somáticos; número de embriões cotiledonares 

normais; número de embriões cotiledonares anormais; número de embriões 

cotiledonares germinados. 

 

3.3.2 Experimento 2 – Extrato de malte na maturação de embriões somáticos de 

mamoeiro ‘Golden THB’. 

Após 50 dias no MI com 4-CPA (25 μM), os calos embriogênicos foram 

transferidos para os meios de maturação (MM2) formados pelo meio MS, myo-

inositol (0,55 mM), sacarose (87,5 mM), ágar-ágar Vetec® (8 g L-1) e suplementado 

com ácido abscísico - ABA (0,5 μM), carvão ativo - CA (15 g L-1) e os tratamentos 

consistindo em diferentes concentrações de extrato de malte (0,0; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 

g L-1). Todos os meios foram autoclavado por 20 minutos a temperatura de 121°C e 

à pressão de 1,05 kg cm-2 e posterior vertidos em placas de Petri de vidro estéreis 

100 x 20 mm, vedadas com filme plástico PVC e mantidas em câmara incubadora 

com temperatura a 27 ± 1 °C, e fotoperíodo de 12 horas fornecendo uma intensidade 

luminosa de 25 µmol m-2 s-1 de fluxo de fótons fotossintéticos, por 45 dias. Com 

auxílio de um microscópio estéreo Motic® modelo SMZ 168 provido de lentes 

oculares com o aumento de 10x e a objetiva regulada em 1,5x, foram avaliados: 

número total de embriões somáticos; número de embriões globulares; número de 

embriões cordiforme; número de embriões torpedo; número de embriões 

cotiledonares; número de embriões cotiledonares normais; número de embriões 

cotiledonares anormais; número de embriões cotiledonares germinados. 

 

3.4 Germinação 

Embriões cotiledonares normais gerados no MM2 suplementado com ABA 

(0,5 μM), CA (15 g L-1) e extrato de malte (0,2 g L-1) foram transferidos para os meios 
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de germinação (MG), formado pelo meio MS, sacarose (87,5 mM), ágar-ágar Vetec® 

(8 g L-1) e os tratamentos consistindo em diferentes concentrações de myo-inositol 

(0,0; 0,275; 0,550; 0,825 mM). Todos os meios foram autoclavado por 20 minutos a 

temperatura de 121°C e à pressão de 1,05 kg cm-2 e posterior vertidos em placas de 

Petri estéreis de poliestireno 90 x 15 m, vedadas com filme plástico PVC e mantidas 

em câmara incubadora com temperatura a 27 ± 1 °C e fotoperíodo de 12 horas 

fornecendo uma intensidade luminosa de 60 µmol m-2 s-1 de fluxo de fótons 

fotossintéticos, por 30 dias. Foram avaliadas porcentagem de germinação e número 

de médio de raízes. 

 

3.5 Preparação das amostras para microscopia 

As amostras foram compostas apenas por tratamentos com extrato de malte 

(0,2 g L-1), uma vez que em meio de maturação, as respostas embriogênicas foram 

satisfatórias nesse tratamento. A fixação foi feita em solução de Karnovsky 

[glutaraldeído (2,5%) e paraformaldeído (4,0%) em tampão fosfato de potássio 

monobásico 0,1 M (pH 7,2) e 5 mM de cloreto de cálcio] (KARNOVSKY, 1965). 

 

3.6 Microscopia eletrônica de varredura 

As amostras fixadas foram desidratadas em série etílica até álcool absoluto 

e feita a secagem em ponto crítico com CO2 (Autosamdri 815, Tousimis®), colocadas 

em “stubs” e submetidas à deposição metálica com ouro, pelo processo de 

pulverização catódica (Desk V, Denton Vacuum®). As análises e fotodocumentação 

foram conduzidas utilizando-se um microscópio eletrônico de varredura (JSM – 

6610LV, Jeol®) e todas as imagens foram digitalmente processadas. As análises 

foram feitas no Laboratório de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins, da 

Universidade Federal do Espírito Santo. 
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3.7 Análise estatística 

Nos experimentos da fase de maturação utilizaram-se calos provenientes de 

explantes de folha cotiledonar utilizando 4-CPA (25 µM). Os tratamentos foram 

dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com quatro 

repetições formadas por três placas de Petri, contendo quatro explantes cada, 

totalizando 48 explantes por tratamento. 

A fase de germinação foi realizada em DIC, composto por quatro 

tratamentos com cinco repetições formadas por quatro placas de Petri, contendo 

cinco embriões somáticos, totalizando 100 embriões somáticos para cada 

tratamento. 

Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias estudadas 

por análise de regressão, com o auxílio do Programa GENES (CRUZ, 2013). A raiz 

quadrada do quadrado médio do erro (RQQME) foi obtida pela formula: 

 

em que: Pi - valores estimados; Oi - valores medidos; N - número de observações. 

A raiz quadrada do quadrado médio do erro (RQQME) informa sobre o valor real do 

erro produzido pelo modelo (SOUZA et al., 2011). Comumente sua utilização visa 

expressar a acurácia dos resultados numéricos com a vantagem de que a RQQME 

apresenta valores do erro nas mesmas dimensões da variável analisada (HALLAK & 

PEREIRA FILHO, 2011). O maior valor de RQQME foi para o número total de 

embriões somáticos (6,67). Quanto menor for esta medida, melhor será o 

desempenho dos modelos em fazer estimativas, portanto, o número de embriões 

cotiledonares germinados, por apresentar a menor média, apresentou o melhor 

desempenho (SOUZA & ESCOBEDO, 2013). 
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Maturação 

4.1.1 Experimento 1 – Polietilenoglicol (PEG) na maturação de embriões somáticos 

de mamoeiro ‘Golden THB’. 

Na maturação de embriões somáticos de mamoeiro ‘Golden THB’, em 

diferentes concentrações de polietilenoglicol 6000, os números totais de embriões 

somáticos, de embriões somáticos cotiledonares normais e de embriões somáticos 

cotiledonares germinados apresentaram diferença significativa pelo teste de F em 

nível de 1% de probabilidade. Entretanto, para o número de embriões somáticos 

cotiledonares anormais não foi verificada diferença significativa em nível de 5% de 

probabilidade, com média de 6,54 (Tabela 1). Estas variáveis foram estudadas pela 

análise de regressão, das quais, apenas a contagem de embriões somáticos 

cotiledonares germinados apresentou comportamento quadrático, enquanto as 

demais foram lineares (Figura 1), a maior raiz quadrada do quadrado médio do erro 

(1,2373) foi observada para o número total de embriões. A ausência de PEG 6000 

na maturação apresentou a maior média estimada de embriões somáticos totais por 

calo (17,58). Com o aumento das concentrações de PEG houve reduções no 

número de embriões somáticos totais até a concentração de 70,0 g L-1 com 12 

embriões por calo, diferença esta de 31,85% em relação ao controle (Figura 1A). 
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Tabela 1. Análise de variância para número total de embriões somáticos (NTES), 
número de embriões cotiledonares normais (NESCN), número de embriões 
cotiledonares anormais (ESCA) e número de embriões cotiledonares germinados 
(NESCG) de mamoeiro (Carica papaya L.) ‘Golden THB’ após 45 dias de cultivo em 
meio de maturação. 

Variáveis Variações entre Variações dentro FCalculado Médias CV (%) 
NTES 26,57 1,93 13,71** 14,03 9,91 

NESCN 17,35 1,04 16,67** 5,91 17,23 
NESCA 2,56 0,99 2,58ns 6,54 15,22 
NESCG 1,42 0,08 15,87** 1,26 23,74 

** Significativo em nível de 1% de probabilidade pelo teste F; ns Não significativo. 
Legenda: CV. Coeficiente de variação. 

 

 

 

 
Figura 1. Número total de embriões somáticos (A), número de embriões 
cotiledonares normais (B) e número de embriões somáticos germinados (C) por calo 
de mamoeiro ‘Golden THB’, em meio de maturação com diferentes concentrações 
de polietilenoglicol 6000 (0; 40; 50; 60 e 70 g L-1), após 45 dias de cultivo. * 
Significativo em nível de 5%; ** Significativo em nível de 1% de probabilidade pelo 
teste F. 
 

O número de embriões somáticos cotiledonares normais apresentou 

comportamento linear decrescente, em que o controle registrou maior média 

estimada de 9,02. Com o aumento das concentrações de PEG 6000 houve reduções 
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na normalidade dos embriões somáticos, em aproximadamente 54%, ao comparar a 

ausência com a máxima concentração estudada de 70 g L-1 de PEG (Figura 1B). 

Para o número de embriões somáticos germinados, o efeito foi quadrático, 

com o máximo de embriões somáticos germinados (1,66) na concentração de 70 g 

L-1 de PEG 6000, em que na sua ausência o número de embriões germinados foi de 

1,59 (Figura 1C). 

 

4.1.2 Experimento 2 – Extrato de malte na maturação de embriões somáticos de 

mamoeiro ‘Golden THB’. 

A maturação de embriões somáticos de mamoeiro ‘Golden THB’, em 

diferentes concentrações de extrato de malte, apresentou diferença significativa em 

nível de 1% de probabilidade para todas as variáveis analisadas (Tabela 2). Na 

análise de regressão, apenas o número de embriões somáticos cotiledonares 

germinados apresentou comportamento linear, os demais foram quadráticos. O 

menor valor da raiz quadrada do quadrado médio do erro observado (0,130) foi para 

o número de embriões cotiledonares germinados, enquanto o maior (6,673) foi para 

o número total de embriões somáticos. 

 

Tabela 2. Análise de variância para número total de embriões somáticos (NTES), 
número de embriões globulares (NESG), número de embriões cordiforme (NESC), 
número de embriões torpedo (NEST), número de embriões cotiledonares (NESCO), 
número de embriões cotiledonares normais (NESCN), número de embriões 
cotiledonares anormais (NESCA) e número de embriões cotiledonares germinados 
(NESCG) de mamoeiro (Carica papaya L.) ‘Golden THB’ após 45 dias de cultivo em 
meio de maturação. 

Variáveis Variações entre Variações dentro FCalculado Médias CV (%) 
NTES 1129,85 6,90 192,39** 30,38 8,64 
NESG 32,77 1,10 29,84** 3,44 30,45 
NESC 8,97 0,08 110,35** 3,09 9,22 
NEST 17,73 0,26 67,51** 4,57 11,19 

NESCO 443,45 3,26 136,19** 18,35 9,83 
NESCN 256,85 1,09 235,68** 12,03 8,68 
NESCA 35,65 1,23 29,04** 6,31 17,56 
NESCG 1,88 0,008 243,69** 0,91 9,62 

** Significativo em nível de 1% de probabilidade pelo teste F. Legenda: CV. Coeficiente de variação. 
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Após permanecer por um período de 45 dias em processo de maturação, a 

concentração estimada de extrato de malte de 0,17 g L-1 resultou no maior número 

total de embriões somáticos por calo (45,40) (Tabela 3). As concentrações de 0,2; 

0,3 e 0,4 g L-1 apresentaram médias e reduções de embriões somáticos por calo em 

comparação à concentração de 0,17 g L-1 de 44,72 (0,68); 33,22 (12,18) e 7,38 

(38,02), respectivamente (Figura 2 A). 

A falta de sincronismo no desenvolvimento dos embriões somáticos e em 

função da ocorrência de embriogênese somática secundária nos tratamentos com 

extrato de malte (Figura 3Q) houve o surgimento de embriões em diversas fases de 

diferenciação (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar) no meio de maturação, ao 

utilizar extrato de malte. Portanto, na análise de regressão observa-se, para o 

número de embriões somáticos globulares (Figura 2B), cordiformes (Figura 2C), 

torpedos (Figura 2D) e cotiledonares (Figura 2E) efeito quadrático, seguindo 

tendências semelhantes à do número total de embriões somáticos. A concentração 

de extrato de malte de 0,18 g L-1 resultou no maior número estimado de embriões 

somáticos globulares (6,05 calo-1) (Figura 2B); 0,19 g L-1 em cordiforme (4,58 calo-1) 

(Figura 2C); 0,18 g L-1 em torpedo (6,55 calo-1) (Figura 2D) e 0,16 g L-1 em 

cotiledonares (27,57 calo-1) (Figura 2E). 

Para a normalidade dos embriões (Figura 3 G, H), a concentração de extrato 

de malte de 0,4 g L-1 apresentou média de 1,10 embriões por calo, média inferior às 

observadas nas demais concentrações de 0,0; 0,1; 0,2 e 0,3 g L-1 (11,69; 17,50; 

17,67 e 12,20 ESN calo-1, respectivamente) (Figura 2F). A equação ajustada para 

normalidade dos embriões somáticos apresenta ponto de máxima eficiência para 

extrato de malte à concentração de 0,15 g L-1 (18,23 calo-1) (Tabela 3), em que as 

respostas tendem a diminuir a partir desta concentração. Tal normalidade é 

evidenciada quando se compara o embrião somático normal (Figura 3H) com o 

embrião zigótico normal (Figura 3I). 
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Figura 2. Número total de embriões somáticos (A), número de embriões globulares 
(B), número de embriões cordiforme (C), número de embriões torpedo (D) número 
de embriões cotiledonares (E), número de embriões cotiledonares normais (F), 
número de embriões cotiledonares anormais (G) e número de embriões somáticos 
cotiledonares germinados (H) por calo de mamoeiro ‘Golden THB’ em meio de 
maturação com diferentes concentrações de extrato de malte (0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 
g L-1), após 45 dias de cultivo. 
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Figura 3. Maturação de embriões somáticos de mamoeiro ‘Golden THB’. Embriões 
somáticos em diferentes estádios de desenvolvimento: (A) Calo embriogênico com 
embriões somáticos; (B) Embrião globular; (C, D) Embriões somáticos cordiformes; 
(E, F) Embriões somáticos no estádio torpedo; (G, H) Embriões cotiledonares 
morfologicamente normais; (I) Embrião zigótico. Embriões somáticos germinados: (J) 
Embrião normal (seta) detalhe da região de transição entre o sistema radicular x 
parte aérea; (K) Embrião normal germinado com folhas cotiledonares clorofiladas; (L) 
Embrião normal germinado. Embriões anormais: (M) Embrião anormal germinado; 
(N) Embrião policotiledonar. Plântulas normais geradas a partir de embriões 
somáticos: (O) 30 dias após a germinação; (P) 65 dias após a germinação. (Q) 
Embriogênese secundaria. (R) Embriões somáticos fusionados. (S) Massa globular 
de embriões somáticos. Abreviações: Eg. Embrião globular; Ecor. Embrião 
cordiforme; Et. Embrião torpedo. Barra: 100 µm (B, D); 200 µm (H. N); 500 µm (I, L, 
Q); 0,5 mm (F); 1,0 mm (A, C, E, G, J, K, M, R, S); 0,5 cm (P); 1,0 cm (O). 
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Foram observadas anormalidades morfológicas nos embriões somáticos, 

como embriões com os cotilédones fundidos (Figura 3M), embriões policotiledonares 

(Figura 3N) e embriões fusionados (Figura 3R). A presença de anormalidades foi 

maior na concentração de 0,19 g L-1 de extrato de malte (9,42 calo-1) (Figura 2G). A 

formação de estruturas, aparentemente globulares, formadas por embriões 

aglomerados (Figura 3S) contribuiu na ampliação desta variável na respectiva 

concentração. 

A ausência de extrato de malte apresentou maior presença de embriões 

germinados (1,76 ESG calo-1) (Figura 2H). O comportamento linear decrescente 

evidencia a eficiência da adição do extrato de malte no meio de maturação, cujo 

objetivo é retardar o processo de germinação. 

 

4.2 Germinação 

Após a fase de maturação, os embriões somáticos foram transferidos para 

meio de germinação variando a concentração de myo-inositol a fim de verificar 

protrusão da raiz primária e a viabilidade de conversão em plântulas normais. Pela 

análise de variância foi observada diferença significativa em nível de 1% de 

probabilidade pelo teste de F para a porcentagem de embriões germinados (Tabela 

3). 

A concentração estimada de myo-inositol de 0,45 mM L-1 resultou em maior 

porcentagem de germinação (47,37%) (Figura 4). Entretanto, para o número médio 

de raiz por embrião não houve diferença significativa, apresentando média de 1,51 

raiz por embrião (Tabela 3), possibilitando o desenvolvimento de plântulas normais 

após 30 e 65 dias de cultivo (Figura 3 O, P). 

 

Tabela 3. Análise de variância da porcentagem de germinação (G) e número médio 
de raízes (NMR) para embriões somáticos de mamoeiro (Carica papaya L.) ‘Golden 
THB’, em meio de germinação com diferentes concentrações de myo-inositol. 

Variáveis Variações entre Variações dentro FCalculado Médias CV (%) 
G (%) 111,58 18,410 6,058** 42,125 10,18 
NMR 0,112 0,068 1,65ns 1,51 17,28 

ns  Não significativo; ** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. 
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Figura 4. Porcentagem de germinação de embriões somáticos de mamoeiro ‘Golden 
THB’ em meio de germinação com diferentes concentrações de myo-inositol (0,0; 
0,275; 0,550; 0,825 mM), após 30 dias. 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Maturação 

5.1.1 Experimento 1 – Polietilenoglicol (PEG) na maturação de embriões somáticos 

de mamoeiro ‘Golden THB’. 

No presente trabalho, o tratamento controle, suplementado com ABA (0,5 

µM) + CA (15 g L-1) e sem a adição de PEG 6000, foi capaz de desenvolver um 

maior número de embriões somáticos totais e normais maduros (Figura 1A e 1B). De 

acordo com Rancé et al. (1994), os tratamentos de dessecação do embrião, como o 

produzido pelo PEG, podem resultar em rápidas mudanças bioquímicas, 

desencadeando a atividade de proteínas específicas. Entretanto, os tratamentos 

com PEG foram inferiores e prejudicaram o processo de formação dos embriões e 

sua utilização na concentração de 70 g L-1 reduz em 31,85% a produção de 

embriões somáticos total e normais do mamoeiro ‘Golden THB’. No entanto, na 

maturação de embriões somáticos de mamoeiro cv. Pusa Delicious ocorreu o 

máximo de conversão de embriões somáticos do estádio globular para o estádio 

cotiledonar quando utilizaram 4,2% de PEG, com cerca de 28%, sendo que estes 

formaram plântulas normais (MISHRA et al., 2010). 

Na embriogênese somática a partir de embriões zigótico imaturos de mamão 

híbrido Uenf/Caliman 01, o tratamento contendo 60 g L-1 de PEG 3350 resultou nas 

maiores respostas de maturação (83,3%), com o maior número de embriões 

somáticos formado por calo (78) (HERINGER et al., 2013). Os autores ainda relatam 

que, as culturas mantidas no tratamento de PEG 3350 (60 g L-1) apresentaram a 
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concentração média mais elevada de proteínas solúveis (9,4 mg g-1 de massa 

fresca). Este aumento de proteínas pode estar relacionado com a síntese de 

proteínas (Lea), nas quais, a expressão está associado com a aquisição de 

tolerância à dessecação das sementes, e algumas proteínas Lea são induzidos por 

estresse causado pelo frio ou osmótico. Koehler et al. (2013) relataram que a adição 

de 50 g L-1 de PEG 2000, juntamente com 2 g L-1 de carvão ativado e 5 µM de ABA, 

levou à melhoria da qualidade dos embriões somáticos e a formação de plântulas de 

mamoeiro cv. Golden. Os autores acima citados trabalharam com PEG 3350 

(HERINGER et al., 2013) e PEG 2000 (KOEHLER et al., 2013), diferente deste 

estudo, o qual foram testadas concentrações de PEG 6000, esse com um peso 

molecular mais elevado o que pode explicar em parte as diferenças encontradas. 

Em algumas espécies como em pinheiro-do-canadá (Picea glauca) 

(STASOLLA et al., 2003b; BELMONTE et al., 2005) e Aesculus hippocastanum 

(TROCH et al., 2009) a presença de PEG 8000 foi essencial para a conversão dos 

embriões somáticos em plântulas, que só teve início com a indução do estresse 

hídrico induzido pelo PEG 8000. Entretanto, Márquez-Martín et al. (2011) ao 

utilizarem o PEG 8000 na maturação, a produção de embrião somático de Persea 

americana Mill. foi significativamente mais baixa do que no controle. 

Quanto à germinação (Figura 1C), esse padrão irregular, com a 

suplementação de PEG 6000, também foi reportado por Rai et al. (2009), ao 

trabalharem na maturação de embriões somáticos de Psidium guajava L., com meio 

suplementado com PEG 6000. Segundo estes autores, nas concentrações de PEG 

6000 de 0,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 g L-1, observaram conversões de plântulas 

médias de 68,6; 42,0; 52,9; 59,6; 38,5% de germinação, respectivamente. 

 

5.1.2 Experimento 2 – Extrato de malte na maturação de embriões somáticos de 

mamoeiro ‘Golden THB’. 

O processo de maturação é uma etapa crítica no desenvolvimento do 

embrião somático. Esta fase é distinta pela expansão, diferenciação e acúmulo de 

substância de reserva do embrião, assim, sendo determinante na germinação e 
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conversão em plântulas bem sucedidas dos embriões somáticos (MISHRA et al., 

2012). 

A adição de extrato de malte, nas concentrações 0,1 e 0,2 g L-1 (Figura 2A.), 

no meio de maturação potencializou o desenvolvimento embrionário de mamoeiro 

‘Golden THB’, respectivamente com 41,88 e 44,72 ES calo-1, superior à taxa de 

embriogênese somática (35 ES calo-1), proposta para mamoeiro ‘Golden’ 

(CLARINDO et al., 2008) e ‘Improved Sunrise Solo line 72/12’ (KOEHLER, 2004), 

trabalhos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 0,5 µM de ABA. 

Jumin & Nito (1996) evidenciam que o extrato de malte no meio de cultura, resulta 

em maior número de divisões mitóticas, o que aumenta a eficiência na multiplicação 

de protoplasto de Citropsis schweinfurthii. Vardi & Galun (1988) descrevem que para 

acelerar o desenvolvimento de embriões somáticos em estádio globular de Citrus e 

obter embriões de morfologia normal com folhas cotiledonares expandidas, estes 

devem ser transferidos para o meio contendo extrato de malte (0,5 g L-1). 

O extrato de malte estimula a atividade de enzimas hidrolíticas (KIM et al., 

2010), por ser uma importante fonte de α-amilase, β-amilase, α-glicosidase (EVANS 

et al., 2010), enzimas que facilitam a quebra de amido em açúcares redutores, tais 

como a glicose e maltose (JUNG et al., 2011). Entretanto, nas concentrações de 

extrato de malte superiores à do ponto de máximo (0,17 g L-1), ocorre uma alta 

disponibilidade de glicose para as células vegetais, o que impede o funcionamento 

fototrófico e possibilita o crescimento heterotrófico, com subsequentes efeitos foto-

oxidativos prejudiciais (ASHTON & ZIEGLER, 1987). Couée et al. (2006) verificaram 

que o acúmulo de açúcares solúveis está associado à produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS). Segundo estes autores, o acúmulo de açúcares regula 

negativamente a expressão gênica da fotossíntese, incluindo a expressão do ciclo 

de Calvin, o qual pode fazer com que ocorra a redução da reciclagem de NADP e a 

transferência de elétrons excessiva, que pode levar à produção de ROS. 

Entretanto, açúcares não só impulsionam o crescimento e desenvolvimento 

vegetal como fontes de carbono e energia, mas, também exercem funções 

reguladoras importantes como moléculas sinalizadoras de diferentes mecanismos 

moleculares, que controlam a transcrição, a tradução, a estabilidade da proteína e 
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atividade enzimática da hexoquinase (HXK-dependente e HXK-independente), 

catalizadora da fosforilação das hexoses (BOLOURI-MOGHADDAM et al., 2010). 

O surgimento de embriões em diversas fases de diferenciação (globular, 

cordiforme, torpedo e cotiledonar) (Figura 3A) está relacionada com o estímulo à 

embriogênese secundária, devido à constituição do meio de maturação, como a sua 

suplementação com extrato de malte, em que a concentração de 0,2 g L-1 

proporcionou a maior formação de embriões secundários. Essa indução pode ser 

explicada pela presença de uma quantidade relativamente grande de ácido 

indolacético (AIA) no extrato de malte (DIX & VAN STADEN, 1982). 

Oliveira et al. (1994) observaram no cultivo de calos nucelares 

embriogênicos de limão Cravo (Citrus limonia Osbeck), em meio MT (MURASHIGE 

& TUCKER, 1969) suplementado com 0,5 g L-1 de extrato de malte, e sem 

fitorreguladores de crescimento, 38,8% de indução de embrióides, além de serem 

mais friáveis e com menor nível de oxidação, superando aos demais meios com BAP 

(44,4 µM) e a combinação de IAA x KIN (5,7 µM x 0,5 M). 

No presente trabalho, o meio de maturação ausente de extrato de malte, foi 

capaz de desenvolver embriões somáticos maduros. Todavia, o meio de cultura 

suplementado com extrato de malte (0,15 g L-1) resultou em maior número de 

embriões somáticos normais. Esses resultados sugerem que o extrato de malte não 

possui ação determinante para a formação dos embriões somáticos de mamoeiro, 

mas a sua utilização potencializa a produção de embriões somáticos normais, com 

clara distinção entre o eixo embrionário e os cotilédones (Figura 3G). 

Observou-se a formação de embriões anormais de mamoeiro ‘Golden THB’, 

quando os mesmos foram cultivados em meio com extrato de malte (Figura 2G). 

Essas anomalias também foram relatadas no desenvolvimento de embriões 

somáticos de mamoeiro cv. Improved Sunrise Solo line 72/12 (KOEHLER, 2004), cv. 

Golden (ANANDAN et al., 2012), ‘Golden THB’ (DETONI, 2013), cv. Golden e 

geração F2 do híbrido Uenf/Caliman 01 (VALE, 2013), como em outras espécies, 

como Cassia angustifólia (AGRAWAL & SARDAR, 2007), Desmodium motorium 

(DEVI & NARMATHABAI, 2011). Glycine max (KORBES & DROSTE, 2005; 

SANTOS et al., 2006; HIRAGA et al., 2007) e Gossypium hirsutum (HUSSAIN et al., 

2009). 
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A presença de estruturas globulares (Figura 3S), resultante do 

desenvolvimento aglomerado e desordenado dos embriões somáticos do mamoeiro 

‘Golden THB’ no calo, gera uma competição por espaço. O seu surgimento pode 

estar ligado ao meio de cultivo, que no presente trabalho os meios foram 

solidificados com agar-agar, que pelo fato dos embriões desenvolverem de forma 

estática, diferentemente de meios líquidos, onde crescem sob agitação, 

desprendendo do calo e desenvolvendo livres, sem que ocorra a competição por 

espaço. Castillo et al. (1998) compararam a maturação de embriões somáticos e 

posterior conversão em plantas de Carica papaya L. cv. Solo, produzidos em meio 

semi-sólido e meio líquido, em que os cultivados em meio de maturação fase líquida 

resultou em uma frequência maior de embriogênese somática do que aqueles em 

meio solidificado com ágar. Trabalhando com mamoeiro cv. Co7, Anandan et al. 

(2010) relatam que as culturas em suspensão (meio liquido) foram superiores às 

culturas estáticas (meio sólido) para a maturação de embriões somáticos. 

Para o mamoeiro ‘Golden THB’, a concentração de 15 g L-1 de CA parece 

ser ótima ou próxima de ótima, uma vez que, combinado com ABA (0,5 µM), 

provavelmente exerce a função de adsorção de substâncias inibidoras, além de 

permitir a liberação de forma contínua e adequada desse hormônio para o tecido 

embriogênico, favorecendo o seu desenvolvimento (DETONI, 2013). Segundo a 

autora, outro efeito positivo do ABA (0,5 µM) + CA (15 g L-1) é a germinação dos 

embriões com aproximadamente 4% (2,82 ES calo-1). Contudo, o presente trabalho 

para as mesmas concentrações de ABA e CA apresentou uma média de 1,7 ESG 

calo-1 (Figura 2H) e, à medida que foi adicionado extrato de malte no meio, houve 

maior redução na germinação de embriões, 0,06 ESG calo-1, quando o meio de 

cultura foi suplementado com 0,4 g L-1 de extrato de malte, sugerindo um efeito 

benéfico da sua suplementação no meio de maturação. 

 

5.2 Germinação 

O efeito da suplementação de myo-inositol no meio de germinação na 

concentração de 0,45 mM L-1 proporcionou ganhos significativos na porcentagem de 

germinação de embriões somáticos de mamoeiro ‘Golden THB’, com um incremento 

de 11,19%, em que, no meio sem a adição de myo-inositol a germinação foi de 
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36,23% e no meio suplementado com myo-inositol a 45 mM L-1 a taxa de 

germinação foi de 47,42% (Figura 4). O myo-inositol é um poliálcool cíclico, sendo 

um importante constituinte celular, estando envolvido em diferentes processos 

bioquímicos (ALMEIDA et al., 2003). Nas plantas é um precursor para a síntese de 

vários metabólitos, entre eles, a fosforilação sequencial de myo-inositol pela myo-

inositol-3-fosfato síntase (MIPS), o que leva à produção de ácido fítico (ABREU & 

ARAGÃO, 2007). Este utilizado pela planta como uma importante forma de 

armazenamento de fósforo e myo-inositol para a utilização durante a germinação e o 

crescimento das plântulas (SHI et al., 2005). 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

 

Para a embriogênese somática do mamoeiro ‘Golden THB’ não se 

recomenda a maturação em meio contendo PEG 6000. 

A suplementação de extrato de malte (0,15g L-1) na maturação potencializa o 

desenvolvimento de embriões somáticos cotiledonares normais. 

Para a germinação dos embriões somáticos recomenda-se a adição de myo-

inositol a 0,45 mM. 
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