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APRESENTACAO

O Brasil se destaca, no cenério mundial, entre os maiores produtores e exportadores de mamao. Porém,
apesar de todo esse referencial positivo, fazem-se necessarios continuos investimentos em pesquisas, sobretudo
nos aspectos de manejo cultural, agua, nutricdo, melhoramento genético, fitossanidade e outros; pois esses
fatores influenciam diretamente na produtividade e qualidade da fruta, levando em consideracdo a demanda
crescente da sustentabilidade dos sistemas produtivos.

O conhecimento para aumentar a produtividade das lavouras, a qualidade, a conservagao dos frutos e
a seguranca do alimento é gerado nas diversas Instituicdes de Ensino, Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacao.
Em seguida, deve ser difundido no meio cientifico e repassado para o setor produtivo e de
comercializagdo/exportacgdo para ser adequadamente incorporado as Boas Préticas Agricolas (BPAS) utilizadas
na producao e na pds-colheita do mamao.

O Papaya Brasil — Simposio do Papaya Brasileiro — é o principal forum de atualizagdo e intercambio
técnico-cientifico que integra os agentes da cadeia produtiva do mamao, representados pelas Instituicdes de
Ensino, Pesquisa, Extensdo e segmentos da comercializagdo e da exportacdo. O principal objetivo desse evento
é promover a troca de conhecimento cientifico-tecnoldgico e de mercado entre todos os integrantes da cadeia
do agronegocio dessa fruta.

O Papaya Brasil 2022, em sua oitava edicdo, foi organizado e realizado pelo Centro de
Desenvolvimento do Agronegécio (Cedagro) e pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extenséo Rural (Incaper), em conjunto com a Associagao Brasileira dos Produtores e Exportadores de Papaya
(Brapex) e outros parceiros. Evento realizado no periodo de 20 a 23 de setembro de 2022, na cidade de
Linhares, ES, cujo municipio é um dos integrantes do maior polo de producdo e exportagdo de maméao no
Brasil.

O simpdsio tem como tema central a Produgdo e Sustentabilidade do Mamao no Brasil, e também sdo
abordadas questdes atuais ligadas ao agronegécio do mamado e relacionadas a sua comercializagdo e aos fatores
que interferem nos processos de sua producdo, colheita e pos-colheita, bem como os mais recentes resultados
de pesquisas cientificas, obtidos por diversas instituicdes brasileiras de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo. Além
disso, esse setor produtivo/exportador, apresenta os gargalos e demandas da cultura para servir como indicativo
para futuras acdes de pesquisa e desenvolvimento. Na visita técnica ao Polo de Produgdo e Exportacdo de
Mamao de Linhares, regido norte do Estado do Espirito Santo, foram apresentadas as BPAs de campo, assim
como do processamento dos frutos (packing house), em uma das maiores empresas do setor no Brasil.

Esta publicagdo sintetiza, com éxito, os esforcos despendidos na realizagdo do Papaya Brasil 2022,
possibilitando que as informagdes e os resultados apresentados no simpoésio, se tornem acessiveis e de facil
consulta para os interessados dos diversas instituicdes de Pesquisa, Extenséo e Ensino, bem como para os
produtores rurais, 0s técnicos e os demais integrantes da cadeia produtiva que se dedicam a essa importante
fruta no Brasil.

José Aires Ventura David dos Santos Martins

Coordenador da Comissdo Técnica-cientifica Presidente do Papaya Brasil 2022
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PRE-ACLIMATACAO DE PLANTAS TRANSFORMADAS POR CRISPR/CAS9 PARA
DELECAO DO GENE p-1,3-GLUCANASE E POR GATEWAY PARA SUPEREXPRESSAO
DA PROTEINA QUITINASE EM Carica papaya L.

Whalleff Pereira da Silva®, Mirielson Loures da Silval, Oeber de Freitas Quadros?,

Patricia Machado Bueno Fernandes', José Aires Ventura?®

!Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Agronegdcio da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Vitoria,
ES. E-mail: whalleff.silva@edu.ufes.br; 2Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural

(Incaper). Vitéria-ES. E-mail: ventura@incaper.es.gov.br
INTRODUCAO

O mamdo (Carica papaya L.) é uma fruta tropical amplamente consumida no Brasil, podendo ser
encontrada na grande maioria das feiras e mercados espalhados pelo pais. A producéo de maméo é de grande
importancia econdmica para o Brasil, que esta atualmente entre os trés maiores produtores mundiais, com uma
producdo de 1.235.003 toneladas em 2020 (FAOSTAT, 2020).

Apesar do Brasil estar em lugar de destaque mundial, diversos fatores interferem na producdo dos
frutos de maméo. As doencas causadas por fungos e por virus, sao limitantes para a cultura, como é o caso da
meleira do mamoeiro causada pelo papaya meleira virus (PMeV) e o papaya meleira virus 2 (PMeV2), que
formam o complexo PMeV (ANTUNES et al., 2020).

A técnica de modificagdo genética conhecida por Crispr/Cas9 é uma ferramenta relativamente nova
que esta sendo cada vez mais utilizada na edicdo génica de plantas, por ser uma ferramenta extremamente
precisa e moldavel (SILVA, 2021). Através desta técnica foi realizada a dele¢do do gene B-1,3-Glucanase,
com a intencdo de diminuir o limite de exclusdo das células dos plasmodesmos, para evitar uma infeccdo
sistémica dos virus PMeV e PMeV2.

A enzima Quitinase € responsavel pela degradacdo da quitina, presente nas paredes celulares de fungos
e no exoesqgueleto de insetos, desempenhando papel como biopesticidas nas plantas (QUADROS, 2015). A
técnica de recombinacdo genética por Gateway® foi utilizada para a superexpressdo da proteina Quitinase em
todos os tecidos das plantas de mamé&o, com a intencéo de conferir uma maior resisténcia a fungos e insetos.
Neste estudo foi avaliado o desenvolvimento in vitro e em pré-aclimatacdo de plantas de mamoeiro
transformadas pelas técnicas de Crispr/Cas9 e Gateway®, para estabelecer um protocolo de regeneracdo

eficiente visando a resisténcia & meleira.

DOI: 10.54682/Livro.9788589274371 Pégina | 204
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MATERIAL E METODOS

Calos transformados de mamoeiro (Carica papaya L.) do Grupo Solo foram cultivadas in vitro até a
fase de enraizamento na sala de Cultura de Tecidos Vegetais do Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao
Agronegdcio (LBAA) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

A transformacao foi realizada através da técnica Crispr/Cas9, em calos de mamao para a delecéo do
gene B-1,3-Glucanase (PKSBG) e com o plasmideo vazio para controle denominado GV3101. Outra
transformacao analisada foi realizada através da técnica de recombinacdo genética por Gateway®, também em
calos de mamao, para a superexpressdo da proteina quitinase em todos os tecidos do mamoeiro, denominada
como Quitinase.

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizadas 20 plantas de cada tratamento, com folhas e raizes
totalmente regeneradas. Em camara de fluxo laminar, as plantas foram submetidas a um processo de
higienizacdo com agua destilada esterilizada, para a remocéo total do meio de cultura proveniente da fase de
enraizamento, de acordo com Gatambia et al. (2016). Em seguida foram transferidas para frascos de vidro
esterilizados, com a capacidade de 600 ml, contendo 120 ml do substrato vermiculita autoclavado, juntamente
com 60 ml de solucéo nutritiva MS (Murashige e Skoog), renovada a cada 15 dias. As plantas transplantadas
foram mantidas a uma temperatura de 25 °C (£2 °C), sob lampadas de led Taschibra® de 6.500 k com
fotoperiodo de 16 horas. As analises foram realizadas no dia em que as plantas foram transplantadas e outras
trés avaliacBes foram realizadas a cada trinta dias. A altura das plantas foi medida do colo até o meristema
apical e o tamanho da maior raiz foi medido a partir da raiz mais desenvolvida de cada planta, ambos com o
auxilio de um paquimetro manual e quantificados o nimero de folhas, a sobrevivéncia de plantas e o nimero

de raizes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel observar que todos os tratamentos apresentaram uma taxa de sobrevivéncia maior que
80% no primeiro més, 70% no segundo més e no terceiro més de pré-aclimatacdo (90 dias) houve um grande
decréscimo em todos os tratamentos com uma grande quantidade de plantas murchando e perdendo o vigor.
Apos dos 90 dias de pré-aclimatacdo, o tratamento Quitinase apresentou a maior taxa de sobrevivéncia com
50% das plantas vivas e o tratamento PKSBG apresentou a menor taxa, com apenas 20% de sobrevivéncia
(Figura 1). De acordo com as observacdes, as plantas apresentaram um 6timo desempenho até os 60 dias de
pré-aclimatacdo, no entanto, o periodo de 90 dias néo favoreceu a pré-aclimatacdo das plantas. Assim como
Aluthge et al. (2021) obtiveram uma taxa de 60% de sobrevivéncia na aclimatagdo de plantas regeneradas de
C. papaya, com as demais plantas murchando completamente no periodo de trés meses. Sekeli et al. (2012)
também utilizaram vermiculita com 50% das concentracdes de sais e vitaminas do meio MS na pré-aclimatacéao

de plantas de C. papaya e ap6s um més a taxa de sobrevivéncia foi de 92%.

Pagina | 205
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Figura 1 - Sobrevivéncia de pré-aclimatacdo de plantas transformadas por Crispr/Cas9 para o silenciamento
do gene da B-1,3-Glucanase (PKSBG), com o plasmideo vazio para controle (GV3101) e de plantas
transformadas através da recombinacdo genética por Gateway para a superexpressdo da proteina Quitinase
(Quitinase).

Com relagdo a altura das plantas, o tratamento Quitinase apresentou um resultado melhor, em
comparagdo com os demais tratamentos, com o comprimento médio de 2,8 cm no terceiro més de pré
aclimatacdo e uma taxa de crescimento de 0,4 cm ao més e as plantas do tratamento GV3101, apresentaram
uma altura média de 1,4 cm com uma taxa de crescimento de 1,3 cm ao més (Figura 2A).
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Figura 2 - Pré-aclimatacdo de plantas transformadas por Crispr/Cas9 para o silenciamento do gene da p-1,3-
Glucanase (PKSBG), com o plasmideo vazio para controle (GV3101) e de plantas transformadas com a técnica
de recombinacéao genética por Gateway para a superexpressdo da proteina quitinase (Quitinase). A) Altura das
Plantas. B) Numero de Folhas.
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Jé& o tratamento PKSBG ndo apresentou aumento no tamanho médio das plantas e nem na taxa de
crescimento ao més. Quanto ao numero de folhas, as plantas do tratamento Quitinase foram as Unicas que
permaneceram com folhas verdes totalmente expandidas, demonstrando uma maior adaptabilidade ao
substrato, em comparagdo com os demais tratamentos que sofreram com a mesma adaptacéo (Figura 2B). Uma
das hipdteses é que as plantas do tratamento PKSBG tenham sofrido com a concentragdo dos gases nos frascos,
jaque de acordo com Al-Shara; Taha e Rashid (2018), a concentracdo de oxigénio e etileno dentro dos frascos
de cultura podem estar diretamente relacionados com o numero de folhas e a sua expansdo, bem como a
diferenca entre cultivares e estadios de maturidade também podem influenciar na resposta das plantas.

Apdbs os 90 dias de pré-aclimatacdo foram analisados 0s nimeros de raizes e o tamanho da maior raiz
das plantas sobreviventes de todos os tratamentos antes da aclimata¢do em casa de vegetacdo. As plantas do
tratamento Quitinase apresentaram um maior nimero médio de quatro raizes e o tamanho médio da maior raiz
foi de 1,2 cm. O tratamento GV3101 apresentou um niimero médio de 3 raizes com um tamanho médio de 0,8
cm para a maior raiz e o tratamento PKSBG apresentou 0 menor niimero médio de raizes igual a 2 e o tamanho
médio da maior raiz foi de 1,2 cm (Figura 3-A e B). As raizes sao uma parte extremamente importante para a
adaptacéo e sobrevivéncia de plantas, quando transplantadas para condi¢Ges naturais, em solo ou substrato.

B

Tamanho da Maior Raiz (cm)

T
Gv3101 Quitinase PKSBG

Tratamentos

Namero de Raizes

GV3101 Quitinase PKSBG

Tratamentos

Figura 3 - Pré-aclimatacdo de plantas transformadas por Crispr/Cas9 para o silenciamento do gene da p-1,3-
Glucanase (PKSBG), com o plasmideo vazio para controle (GV3101) e de plantas transformadas com a técnica
de recombinacdo genética por Gateway para a superexpressao da proteina quitinase (Quitinase). A) Nimero

de Raizes. B) Tamanho da Maior Raiz.
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Sekeli et al. (2013) obtiveram um numero médio de 4,8 raizes, com o tamanho médio de 4,2 cm
utilizando vermiculita e 50% de sais e vitaminas do meio MS esterilizado e um nimero médio de 2,1 raizes,
com o tamanho médio de 1,6 cm utilizando vermiculita e agua esterilizada na pré-aclimatacdo de plantas

transformadas de mamao.

CONCLUSOES

O tratamento quitinase apresentou os melhores resultados para todas as varidveis analisadas.
Recomenda-se um periodo de pré-aclimatacdo de até 60 dias para os tratamentos avaliados em relacdo a
sobrevivéncia de plantas transformadas de mamédo, passando para o estadgio de aclimatacdo em casa de
vegetacdo logo apds esse periodo.

Neste estudo, foi estabelecido um método de enraizamento aprimorado para as plantas transformadas
de mamoeiros do Grupo Solo. A porcentagem de enraizamento alcancada foi 50% usando solucdo nutritiva de
MS liquido misturado com vermiculita, com uma taxa de sobrevivéncia de 87% no primeiro més e 83% no
segundo més apos a transferéncia para o substrato, obtendo o maior nimero médio de raizes para as plantas do

tratamento Quitinase.
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