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CRIOPRESERVAÇÃO DE GRÃOS DE PÓLEN EM Vasconcellea quercifolia A. 

ST. – HIL.  E IDENTIFICAÇÃO DE RESISTÊNCIA AO VÍRUS DA MANCHA 
ANELAR EM CARICÁCEAS 

 
RESUMO GERAL 

Estudos realizados em espécies silvestres de mamoeiro, principalmente 
representantes do gênero Vasconcellea têm mostrado fontes de resistência ao 
vírus da mancha anelar (PRSV-P). Nesse contexto, técnicas de conservação 
desempenham um papel fundamental na preservação da diversidade genética e na 
prevenção da erosão genética e, dentre elas, a criopreservação de pólen tem sido 
uma ferramenta auxiliar na preservação de alelos de interesse. O objetivo deste 
trabalho foi estabelecer um protocolo de criopreservação de grãos de pólen de 
Vasconcellea quercifolia A. St. – Hil e avaliar a resistência ao PRSV-P em 
caricaceas cultivadas e silvestre. No primeiro capítulo foi estabelecido um protocolo 
de criopreservação do pólen para a espécie V. quercifolia. Foram realizados 
ensaios para a escolha do melhor tempo de desidratação e criopreservação dos 
grãos de pólen em nitrogênio líquido (NL) a -196°C por 24horas e durante 1 ano. A 
viabilidade gamética foi verificada através de testes de germinação in vitro e in vivo, 
em plantas masculinas e femininas de V.quercifolia. Anteras inteiras foram 
coletadas na antese e o grau de umidade dos grãos de pólen foi determinado. 
Posteriormente, as anteras foram desidratadas por 1, 2, e 3 horas em sílica gel. 
Para o teste de germinação in vitro, as anteras com grãos de pólen desidratados 
foram colocadas em meio de cultura (BK 10% sacarose) a 27 ± 1°C por 24 horas. 
No ensaio de criopreservação, as anteras foram acondicionadas em envelopes de 
papel alumínio, inseridas no criotubo e imersas em NL a -196°C por dois períodos: 
24 horas e 1 ano. O descongelamento dos grãos de pólen foi realizado à 
temperatura ambiente. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado 
com três repetições. Os dados foram avaliados no pacote Agro R, utilizando o 
software R. Os resultados mostraram que os grãos de pólen de V. quercifolia 
suportam desidratação por até 3 horas sem prejudicar a viabilidade, sendo 2h mais 
indicado por apresentar o maior percentual. A criopreservação em NL manteve a 
viabilidade do grão de polén (in vitro) por 24 horas e uma leve redução quando 
conservado por 1 ano, sem, no entanto, comprometer a viabilidade gamética. No 
segundo capitulo foi avaliado a  resistencia de V. quercifolia e acessos de C. papaya 
ao PRSV-P. Foram semeadas duas sementes de cada acesso e um mês após a 
semeadura foi feito o desbaste deixando uma planta por saco. Após dois meses, 
quando as plantas apresentaram 3-4 folhas, foram realizadas duas inoculações em 
dez plantas de cada acesso, com intervalo de 15 dias, utilizando um isolado de 
PRSV-P. Os sintomas e o número de plantas afetadas foram monitoradas ao longo 
de dois meses.Utilizou-se uma escala de notas para avaliar a severidade dos 
sintomas e calculou-se a incidência da doença e a severidade dos sintomas. 
Realizou-se a análise de agrupamento dos acessos com base na área abaixo da 
curva de progresso da doença (AACPD). Os dados de incidência da doença foram 
avaliados no pacote Agro R, utilizando o software R. O teste de ELISA (Enzyme-
linked Immunosorbent Assay) foi realizado para detecção do vírus nas plantas 
inoculadas. A espécie silvestre é resistente ao PRSV - P pois mostrou-se imune, 
não apresentando sintomas da doença.  
 
Palavras-chave: Mamoeiro, Nitrogênio líquido, PRSV – P, Severidade da doença, 

Viabilidade gamética.



 
 
POLLEN CRYOPRESERVATION AND RESISTANCE TO RINGSPOT VIRUS IN 

Vasconcellea quercifolia A. ST. – HIL.: ALLELE PRESERVATION AND 
GENETIC IMPROVEMENT 

 
ABSTRACT 

 
Studies conducted on wild papaya species, particularly representatives of the 
Vasconcellea genus, have demonstrated sources of resistance to Papaya ringspot 
virus (PRSV-P). In this context, conservation techniques play a crucial role in 
preserving genetic diversity and preventing genetic erosion, with pollen 
cryopreservation being an auxiliary tool for preserving alleles of interest. The 
objective of this study was to establish a pollen cryopreservation protocol for 
Vasconcellea quercifolia A. St. – Hil and evaluate its resistance to PRSV-P in both 
cultivated and wild caricaceas. In the first chapter, a pollen cryopreservation protocol 
was established for the species V. quercifolia. Trials were conducted to determine 
the optimal dehydration and cryopreservation times for pollen grains in liquid 
nitrogen (LN) at -196°C for 24 hours and over 1 year. Gametic viability was assessed 
through in vitro and in vivo germination tests on male and female plants of V. 
quercifolia. Whole anthers were collected at anthesis, and the moisture content of 
pollen grains was determined. Subsequently, anthers were dehydrated for 1, 2, and 
3 hours using silica gel. For the in vitro germination test, anthers with dehydrated 
pollen grains were placed in culture medium (BK 10% sucrose) at 27 ± 1°C for 24 
hours. In the cryopreservation trial, anthers were placed in aluminum foil envelopes, 
inserted into cryotubes, and immersed in LN at -196°C for two periods: 24 hours and 
1 year. Pollen grain thawing was performed at room temperature. The experimental 
design was completely randomized with three replications. Data were evaluated 
using the Agro R package in the R software. Results showed that V. quercifolia 
pollen grains can withstand dehydration for up to 3 hours without compromising 
viability, with 2 hours being more suitable due to the higher percentage. 
Cryopreservation in LN maintained pollen viability (in vitro) for 24 hours, with a slight 
reduction after 1 year, without compromising gametic viability. In the second 
chapter, the resistance of V. quercifolia and accessions of C. papaya to PRSV-P 
was evaluated. Two seeds of each accession were sown, and one month after 
sowing, thinning was performed, leaving one plant per bag. After two months, when 
plants had 3-4 leaves, two inoculations were carried out on ten plants of each 
accession, with a 15-day interval, using a PRSV-P isolate. Symptoms and the 
number of affected plants were monitored over two months. A severity rating scale 
was used, and disease incidence and severity were calculated. Cluster analysis of 
accessions was conducted based on the area under the disease progress curve 
(AUDPC). Incidence data were evaluated using the Agro R package in the R 
software. The Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) test was performed to 
detect the virus in inoculated plants. The wild species showed resistance to PRSV-
P as it proved immune, displaying no disease symptoms.  
 
Key words: Papaya, Liquid Nitrogen, PRSV-P, Disease severity, Gametic viability.
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1. INTRODUÇÃO GERAL  
 

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma fruteira tropical com grande 

importância econômica devido ao valor nutritivo dos seus frutos e as propriedades 

farmacológicas. Com uma produção de 1,2 milhão de toneladas de frutos em 28,5 

mil hectares colhidos em 2021, o Brasil é o segundo maior produtor mundial, com 

cerca de 8,9% da produção global.  (FAOSTAT, 2023). É uma espécie amplamente 

cultivada no país, em especial nos estados do Espírito Santo (439.550 toneladas), 

Bahia (400.438 toneladas), Ceará (140.979 toneladas), Rio Grande do Norte 

(103.431 toneladas) e Minas Gerais (48.415 toneladas) que juntos respondem por 

cerca de 90,1% da produção brasileira. Além disso, o país figura também na 

segunda posição no ranking dos maiores exportadores da fruta, atrás do México e 

Guatemala, segundo estimativas da FAO (2023). 

Apesar da importância economica, a cultura apresenta um grande problema 

que acomete a sua produção e qualidade de frutos que é o vírus da mancha - anelar 

(Papaya ringspot virus - PRSV-P) que impossibilita o melhoramento genético 

intraespécie para desenvolvimento de cultivares resistentes. O nome da doença 

Ringspot é devido à ocorrência de uma mancha anelar nos frutos do mamoeiro, 

sendo este os principais sintomas da contaminação pelo vírus também 

acompanhados de clorose na lâmina foliar, distorção das folhas jovens e perda do 

vigor (SHARMA; TRIPATHI, 2014).   

Logo, algumas estratégias de controle da doença vêm sendo utilizadas, 

dentre elas destacam-se o uso de mudas certificadas, plantio em áreas livres do 

vírus, evitar o consórcio com cucurbitáceas já que é outra forma do vírus infectar 

espécies dessa família, programas de erradicação que visam à eliminação de 

fontes de vírus nas áreas de plantio e em suas proximidades, proteção cruzada que 

consiste na infecção de uma estirpe fraca do vírus contra estirpes severas do 

mesmo vírus, e utilização de transgênicos com o gene de resistência para o PRSV-

P (LIMA et al., 2001). 

O primeiro mamoeiro transgênico (linha 55-1) foi obtido no início da década 

de 90 e expressava o gene da capa proteica de um isolado havaiano de PRSV- P 

(FITCH et al., 1992). Essa planta transgênica mostrou-se resistente a diferentes 

isolados havaianos, mas susceptível a isolados de outras regiões geográficas, 
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principalmente brasileiras (TENNANT et al., 1994).  

No Brasil, nos Estados da Bahia e do Ceará, foram avaliadas plantas 

transgênicas produzidas pela Embrapa em parceria com a Universidade de Cornell 

(SOUZA JÚNIOR; NICKEL; GONSALVES, 2005), observando um retardo na 

infecção da doença, assim como produção cerca de 50% superior à das 

convencionais. No entanto, pesquisas com transgênicos na Embrapa foram 

descontinuadas devido à política da empresa e a critérios como a ausência de 

genes marcadores para resistência a antibióticos, uma vez que sua presença 

poderia dificultar sua liberação comercial pela Comissão Técnica Nacional de 

Biossegurança (CTNBio) e demais órgãos regulamentadores (FILHO, 2011). 

A espécie Vasconcellea quercifolia tem sido relatada como resistente ao 

PRSV-P, porém barreiras reprodutivas tornam difíceis a obtenção de híbridos 

resistentes resultantes do cruzamento com a forma cultivada Carica papaya L. 

(DREW et al., 2006). Esta espécie, é frequentemente encontrada em margens de 

rios, capoeirões, bordas de matas e nas margens de rodovias, podendo ocorrer em 

locais com condições edafoclimáticas, como os bosques úmidos e montanhas altas 

(LIDIO; ALEXANDRE; ADEMIR, 2011).  

Uma coleção de germoplasma de uma espécie deve conservar além de 

acessos representantes da forma cultivada, também acessos de espécies silvestres 

com genes para resistência a doenças. Porém, a conservação de germoplasma 

deve objetivar seu uso futuro e ser realizada de forma eficiente com técnicas 

adequadas. Diante disso, técnicas de conservação desempenham um papel 

fundamental na preservação da diversidade genética e na prevenção da erosão 

genética. Estudos envolvendo a conservação de pólen são importantes para manter 

a diversidade genética de espécies de importância econômica, possibilitando 

também superar impasses como a assincronia de florescimento (RAJASEKHARAN 

et al., 2013).  

Uma das formas de conservação do germoplasma vegetal é a conservação 

em temperaturas ultrabaixas (-196ºC), chamada de criopreservação. Esta técnica 

possibilita preservar o explante em longo prazo com baixo custo de 

armazenamento, já que demanda pouca intervenção humana e com potencial 

reduzido de variações somaclomais, sendo uma excelente alternativa como 

duplicata de segurança do germoplasma conservado. A criopreservação de pólen 
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é crucial para complementar a preservação do germoplasma, pela conservação de 

alelos (SILVA et al., 2017). 

Nesse contexto, o estudo de espécies silvestres e sua relação com as 

espécies cultivadas são importantes para estudos de conservação e fornecem 

subsídios para o melhoramento genético. 

OBJETIVOS 
 

Objetivo geral 
 

Estabelecer um protocolo de criopreservação de grãos de pólen de 

Vasconcellea quercifolia e avaliar a resistência dessa espécie e de dois acessos de 

mamoeiro cultivado (C. papaya) ao vírus da mancha - anelar (Papaya ringspot virus  

PRSV-P). 

 

Objetivos específicos  
 

 Estabelecer um protocolo para criopreservação de grãos de pólen da 

espécie silvestre de mamoeiro Vasconcellea quercifolia visando conservação a 

longo prazo sem a perda da viabilidade gamética. 

Avaliar a manifestação de sintomas e a presença do vírus da mancha-anelar 

em plantas de Vasconcellea quercifolia e nos acessos de C. papaya (CMF 011 e 

CMF 248) após a inoculação controlada do vírus, comparando a resposta das 

plantas e determinando o nível de resistência da espécie à infecção.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Importância econômica do mamoeiro 
 

Entre as fruteiras mais cultivadas, consumidas e estudadas no mundo, o 

mamoeiro é uma das que possui grande importância econômica e social por gerar 

empregos e renda. Devido a sua ampla distribuição geográfica e adaptabilidade às 

zonas climáticas tropicais e subtropicais, o seu local de origem ainda é bastante 

discutido. De acordo com Fluentes e Santamaría (2014), o sul do México e da 

América Central são as origens mais aceitas, pois, ainda existem populações 

silvestres nesses locais. No entanto, aceitam-se que a origem e a dispersão do 

mamoeiro podem ter ocorrido no Noroeste da América do Sul, precisamente, na 

Bacia Amazônica, onde ainda apresenta ampla diversidade genética (COSTA et al., 

2021). 

Os frutos do mamoeiro são consumidos em todo o mundo, suas 

características organolépticas, como sabor e aroma, os tornam apreciados tanto 

para consumo in natura, quanto na forma de subprodutos, como doces, geleias, 

polpas e farinhas. É uma fruteira que possui grande fonte de fibras, vitaminas A e 

C, ferro, potássio e cálcio, compostos bioativos, como a riboflavina, a tiamina, a 

niacina e o folato, além disso, possui fonte importante de enzima proteolítica, a 

papaína, na qual é bastante  utilizada em diversas áreas, como na indústria de 

alimentos, farmacêutica e cosmética (CHÁVEZ-PESQUEIRA; NÚÑEZ-FARFÁN, 

2017; COSTA et al., 2021). 

O mamoeiro é amplamente cultivado em âmbito nacional. Com uma 

produção de 1,2 milhão de toneladas de frutos em 28,5 mil hectares colhidos em 

2021, o Brasil é o segundo maior produtor mundial, com cerca de 8,9% da produção 

global (FAOSTAT, 2023). É uma espécie amplamente cultivada no país, em 

especial nos estados do Espírito Santo (439.550 toneladas), Bahia (400.438 

toneladas), Ceará (140.979 toneladas), Rio Grande do Norte (103.431 toneladas) e 

Minas Gerais (48.415 toneladas) que juntos respondem por cerca de 90,1% da 

produção brasileira. Além disso, o país figura também na segunda posição no 

ranking dos maiores exportadores da fruta, atrás do México e Guatemala, segundo 

estimativas da FAO (2023).
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2.2 Descrição botânica  
 

O mamoeiro (Carica papaya L.) cultivado comercialmente é pertencente à 

família Caricaceae, na qual é constituída por 35 espécies organizadas em seis 

gêneros: Jaracatia (7 espécies), Jarilla (3 espécies), Carica (uma espécie e a mais 

importante economicamente), Horovitzia (uma espécie), Vasconcellea (21 

espécies) que são espécies distribuídas na América do Sul e Cylicomorpha (2 

espécies) espécies distribuídas na África Equatorial (BADILLO, 2000).  

O sistema radicular do mamoeiro é considerado pivotante, com raiz principal 

desenvolvida e com ramificações. Embora apresente grande quantidade de raízes, 

na qual são distribuídas nos primeiros 30 cm do solo, elas podem atingir 

profundidade até duas vezes a altura da planta chegando cerca de um metro 

(COSTA et al., 2021). 

O caule do mamoeiro é considerado herbáceo, ereto, podendo atingir altura 

de 3 a 9 m na fase adulta, com diâmetro de 10 a 30 cm, fistuloso nas regiões dos 

entrenós, suculento e em seu ápice a coloração é considerada verde – clara e na 

base verde – grisácea a acinzentada, marcado por cicatrizes foliares, possuindo no 

ápice grandes folhas grandes, dispostas de maneira espiralada, entre 20 e 60 cm 

de comprimento e até 70 cm de largura. As folhas possuem nervuras de coloração 

verde-amareladas, cerosas e sustentadas por pecíolos oco de 25 a 100 cm de 

comprimento (COTRUT et al., 2017; COSTA et al., 2021). 

De acordo com Costa et al. (2021), as flores do mamoeiro são consideradas 

pequenas, se apresentam na forma de funil, de coloração branca ou amarelada e 

comumente encontradas formando inflorescências ou solitárias dos tipos 

masculinas, femininas ou hermafroditas. Por ser considerada uma espécie 

polígama, o mamoeiro apresenta a classificação das flores  em diferentes formas, 

sendo estas, flores femininas, estável e sem estames (pistiladas), flores masculinas 

(estaminadas), e flores hermafroditas, com dez estames, podendo ser pentândrica, 

intermediária, elongata, flor perfeita ou estéril (COSTA et al., 2021).  

No mamoeiro hermafrodita ocorrem algumas alterações florais que são 

denominadas de anomalias florais e são influenciadas pelos fatores ambientais 

como a temperatura e a umidade do ar e do solo. Essas anomalias são identificadas 

como: carpeloidia, pentandria e reversão sexual (MARTELLETO et al., 2011;  
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COSTA et al., 2021).  

Caracterizada pela transformação dos estames e carpelos durante sua fase de 

desenvolvimento floral, onde os carpelos normais são suprimidos e juntamente com 

os ovários em diversos graus de desenvolvimento, a carpeloidia, é uma anomalia 

que origina frutos variadamente deformados ou distorcidos, sem valor comercial e 

geralmente conhecidos como “cara de gato”. O motivo principal para o 

acontecimento dessa anomalia, é a temperatura, no entanto a umidade no solo e a 

disponibilidade em excesso de nutrientes como o nitrogênio, também favorecem 

para desenvolvimento de frutos carpelóides (MARTELLETO et al., 2011).  

Outra anomalia floral bastante conhecida na cultura do mamoeiro é a 

modificação da flor hermafrodita em uma semelhante a feminina, sendo assim 

denominada de pentandria, onde acontece uma redução de estames, geralmente 

de dez para cinco, formando sulcos bastantes profundos na parede do ovário e 

originando frutos arredondados, com cinco sulcos longitudinais e profundos, além 

disso, a cavidade interna é maior que a espessura da polpa, o que torna os frutos 

não apropriados para a comercialização (COSTA et al., 2021). 

A esterilidade feminina também conhecida como reversão sexual, é uma 

anomalia floral que ocorre nos meses mais quentes do ano e por ocorrer nesse 

período também é denominada de esterilidade de verão (COSTA et al., 2021). De 

acordo com Martelleto et al. (2011), a reversão sexual é definida pelo abortamento 

ou atrofiamento do pistilo, revertendo as flores para o sexo masculino, tornando-se 

não funcional e não originando frutos comercializáveis. Para Costa et al. (2021), 

essa anomalia ocorre sob a influência das mudanças climáticas e ambientais, em 

condições de temperaturas altas, estresse hídrico e também baixos níveis de 

nitrogênio. 

O fruto do mamoeiro é do tipo baga e dependendo do tipo da flor apresenta 

forma variada, podendo ser cilíndrico, elongata, oblongo, arredondado e piriforme, 

possuem casca fina e lisa, com coloração amarelo claro a laranja, sua polpa pode 

apresentar cores alaranjada, amarela ou avermelhada, com espessura variando de 

2,5 a 5 cm. O tamanho pode variar de 2 a 50 cm de comprimento e pesar até 3 kg.  

 

2.3 Espécies silvestres de mamoeiro 
 

Nos programas de melhoramento genético do mamoeiro as espécies 
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silvestres são bastantes utilizadas como fonte de genes, principalmente para o 

desenvolvimento de variedades resistentes às doenças como por exemplo, ao vírus  

da  mancha - anelar (PRSV-P).  

 O desenvolvimento de cepas resistentes ao PRSV-P tem sido considerado 

a melhor estratégia para o controle da doença e a introgressão genética de genes 

de resistência ao PRSV-P em C. papaya L. de seus parentais silvestres vêm se 

tornando a escolha mais otimista e disponível para os pesquisadores (CHALAK et 

al., 2017).  

A exemplo, o gênero Vasconcellea possui espécies silvestres, a V.      

quercifolia, V. cauliflora, V. monoica e V. cudinamarcenses nas quais, possuem o 

gene de resistência para o PRSV-P. Além disso, são espécies que possuem 

características interessantes para o cultivo do mamoeiro, como por exemplo, 

resistência ao frio, textura de casca e firmeza de polpa (PISSATTO, 2015). 

A espécie V. quercifolia dependendo do local de ocorrência é conhecida 

popularmente como mamoeiro do mato, mamoeirinho, mamãozinho, mamãozinho 

do mato, mamoeiro-bravo, pau-de-doce ou jacaratiá. Possui registros de ocorrência 

nos estados de Goiás, Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul, sendo bastante frequente em regiões de maior 

altitude. Além disso, essa espécie também ocorre naturalmente na região sul do 

Peru, na Bolívia, no norte da Argentina, Paraguai e Uruguai (LORENZZI, 2008; 

PISSATTO, 2015; BISPO, 2020). 

De hábito arbóreo, podendo atingir porte de 4 a 8 m de altura, a Vasconcellea 

quercifolia caracteriza-se como planta dióica, ou seja, flores femininas em uma 

planta e as masculinas em outra. As flores masculinas formam inflorescências 

axilares, enquanto as femininas são solitárias, ou dispõem-se de cachos com 

poucas flores (PISSATTO, 2015). São plantas dotadas de copa rala e irregular, 

tronco engrossado na base e marcado por cicatrizes foliares, de 20 a 30 cm de 

diâmetro. Suas folhas são simples alternas, alongadas, lobadas de até 30 cm de 

comprimento, por 15 cm de largura (LORENZI, 2008); caindo totalmente durante o 

inverno quando acontece a redução da radiação e da temperatura (LIDIO; 

ALEXANDRE; ADEMIR, 2011; BISPO, 2020). 

Os frutos são considerados tipo baga piriformes, caracterizados por 

apresentarem polpa carnosa de coloração amarela-alaranjada quando maduros. 

Possuem cerca de 3 a 6 cm de comprimento, tamanho reduzido comparado ao C.     
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papaya L. e contém cerca de 30 sementes por fruto. São utilizados in natura ou 

processados na preparação de doces, geleias, sucos e licores, pois possuem polpa 

saborosa e aromática (LORENZI, 2008 ; PISSATTO, 2015). 

Além do mais, os tecidos da V. quercifolia podem ser utilizados como 

hortaliça cozida, pois apresentam baixo teor de calorias, altos teores de nutrientes, 

fibras e papaína.  Pissatto (2015), ainda afirma que essas espécies possuem 

também grande importância ecológica, pois são indicadas para reflorestamentos 

na recuperação de áreas degradada. 

 

2.4 O grão de pólen e a polinização 
 

Os grãos de pólen do mamoeiro são formados por dois mecanismos de divisão 

celular: microesporogênese e a microgametogênese. A microsporogênese consiste 

na divisão meiótica da célula mãe de grão de pólen que irá gerar no final os 

micrósporos ou grãos de pólen imaturos. Na microgametogênese o micrósporo 

sofrerá uma divisão mitótica resultando no núcleo generativo e vegetativo e 

posteriormente, o núcleo generativo irá sofrer outra mitose e dar origem aos dois 

núcleos espermáticos que irão promover a dupla fertilização por ocasião da 

polinização. Segundo Horner e Palmer (1995), todo esse processo pelo qual os grãos 

de pólen são formados está sob controle genético e vários são os genes que atuam 

durante a pré-meiose, meiose e pós-meiose; anormalidades ocorridas durante 

essas fases podem resultar no surgimento de grãos de pólen anormais ou inviáveis. 

 O processo de polinização inicia-se com o amadurecimento e a exposição 

do grão de pólen, que por sua vez é exposto a condições ambientais adversas e 

tem que atingir, durante sua vida, o estigma receptivo (DAFNI, 1992). De acordo 

com Damasceno Junior et al. (2009b), os grãos de pólen do mamoeiro já estão 

viáveis antes da antese, e apresentam alta viabilidade no dia da antese floral, 

permanecendo viáveis durante 3 meses, quando conservados em freezer, e 

dependendo do material genético, este pode se manter com uma alta viabilidade 

durante seis meses. Entretanto, Gaburro (2007) observou que os grãos de pólen 

de mamoeiro apresentam viabilidade polínica alta no verão comparada com o 

inverno; porém essa conclusão foi tirada com base na corabilidade dos grãos de 

pólen quando submetidos a soluções corantes. A viabilidade do grão de pólen, que 

é um fator chave no sucesso da polinização, pode ser estimada por vários métodos: 
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solução de lugol (I2KI), método FCR, solução tripla de Alexander, corantes vitais 

como sal de tetrazólio, e as geminações dos grãos de pólen in vivo e in vitro (DAFNI, 

1992). 

 Para que a fertilização seja bem sucedida é necessário que o estigma esteja 

receptivo. Segundo Galen, Zimmer e Newport (1987), a receptividade do estigma é 

um estágio muito importante da maturação da flor, que pode influenciar 

grandemente a taxa de polinização. A idade da flor, o horário do dia, e a presença 

ou a ausência de exudato no estigma e a temperatura, são fatores que, podem 

influenciar a receptividade do estigma. A receptividade do estigma pode ser 

determinada por mudanças morfológicas, como por exemplo, a presença de 

exudatos e a mudança de coloração no estigma; por testes para verificação de 

enzimas ativas, como,  a peroxidase e a esterase.  

Alguns fatores podem influenciar na receptividade do estigma e na 

germinação dos grãos de pólen. A baixa umidade relativa do ar e a alta temperatura 

se constituem em uma desvantagem pois promove a desidratação da superfície do 

estigma e, em consequência, sua baixa receptividade, acompanhada de colapso 

do estilete, podendo afetar também a formação da semente (LAYNE, 1983; 

ZANANDREIA et al., 2011). 

 

2.5 Criopreservação  
 

No cultivo do mamoeiro existem alguns desafios que dificultam a ampliação 

dos pomares, como por exemplo, a sua estreita base genética e a suscetibilidade 

às diversas pragas e doenças, assim, são necessárias algumas ações para reduzir 

o impacto dessas condições. Nesse sentido, para a sustentabilidade da produção 

e para a busca de soluções que mudam ao longo do tempo, principalmente no que 

diz respeito às mudanças climáticas, a preservação e a caracterização do banco 

de germoplasmas é de fundamental importância, pois, o mamoeiro apresenta 

grande diversidade genética e guarda genes de grande importância para os 

programas de melhoramento (ABREU et al., 2022). 

Dessa forma, um caminho considerado importante e que pode ser adotado 

como estratégia para a conservação do germoplasma de mamoeiro, é a 

preservação dos grãos de pólen, pois, o banco de germoplasma do mamoeiro se 

organiza em múltiplos genes e o torna eficiente na conservação da diversidade 
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genética da cultura.  

Existem diferentes estratégias de conservação que se organizam em 

múltiplas opções. Assim, uma técnica bastante promissora, sendo considerada uma 

estratégia viável para diferentes espécies vegetais, é a técnica de criopreservação, 

na qual permite o armazenamento de materiais biológicos através do 

congelamento, utilizando temperaturas muito baixas, geralmente, -196º C e em 

nitrogênio líquido (BENSON, 2008; SOUZA F; SOUZA E; SILVA R, 2018; GALLO 

et al., 2018; PAIVA; COIMBRA; CASTRO, 2023). Como exemplos de materiais 

vegetais podem ser utilizados os brotos, os grãos de pólen, sementes, embriões 

zigóticos e somáticos, protoplastos, entres outros (BENSON, 2008). Além disso, a 

criopreservação apresenta como vantagem baixo custo para o armazenamento, 

uma vez que, há pouca intervenção e com isso pouca mão-de-obra, no entanto, 

demanda infraestrutura e mão-de-obra especializada (PAIVA; COIMBRA; 

CASTRO, 2023). 

Para criar um protocolo eficiente de criopreservação é preciso alguns 

cuidados, como por exemplo, a verificação da redução do conteúdo de água no 

processo de armazenamento, pois, evita a formação de gelo, a ruptura celular e 

também, assegura a integridade do material utilizado no processo de congelamento 

(PAIVA; COIMBRA; CASTRO, 2023). 

 
2.6. Doenças e vírus da mancha anelar (PRSV – P) do mamoeiro 
 

No cultivo do mamoeiro, as ocorrências de doenças têm sido um grande 

entrave para o alcance de altos rendimentos para os produtores. De acordo com 

Oliveira et al. (2000), o aparecimento das doenças no mamoeiro ocorre em função 

da interação do ambiente (clima, temperatura e umidade), do hospedeiro 

(mamoeiro), dos patógenos como os fungos, os vírus e as bactérias e do homem, 

no qual atua na disseminação das doenças através da utilização de mudas 

infestadas ou pelas práticas culturais adotadas dentro do cultivo.  

O mamoeiro é afetado por um grande número de doenças causadas por 

vírus, fungos, bactérias ou outros organismos que prejudicam a sua produção. Além 

disso, apresenta distúrbios e anomalias de causas desconhecidas e não 

parasitárias, ou seja, o mamoeiro pode ter problemas que não são causados por 

esses organismos, mas por fatores desconhecidos, como alterações genéticas, 

condições climáticas, deficiência nutricional ou outros . As doenças podem afetar a 
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cultura em diferentes estágios do seu desenvolvimento e podem acometer as 

folhas, os ramos, as raízes, as flores e os frutos, e, dentro do cultivo, os danos 

podem chegar a 100% de perdas na produção (COSTA et al., 2021). 

De acordo com Oliveira et al. (2011), as doenças de maior importância 

econômica são as doenças fúngicas, tais como tombamento ou Damping – off, 

sendo problema comum em sementeiras, no entanto, pode ocorrer no campo. As 

podridões, que afetam as raízes, o caule e os frutos, ocasionam grandes perdas e 

ocorrem em todas as regiões produtoras. A antracnose, doença fúngica que 

acomete bastante os frutos deixando-os imprestáveis para a comercialização e 

consumo, a varíola ou pinta-preta, a mancha de Corynespora, a mancha chocolate, 

a podridão preta e o oídio. Já as bacterioses são registradas ocasionalmente e não 

afetam economicamente a cultura, porém, não se descarta a possibilidade de se 

tornar um problema futuramente. 

As viroses constituem o maior entrave à implantação da cultura, pois, 

possuem dificuldades no seu controle e da necessidade de migração que elas 

impõem (OLIVEIRA et al., 2011). De acordo com Costa et al. (2021), as viroses, 

por causarem muitos danos à produção, elas constituem importantes problemas 

nos pomares e podem causar destruição completa de uma plantação infectada. As 

três viroses que afetam o mamoeiro e mais importantes economicamente são o 

vírus da meleira (Papaya stick disease vírus – PSDV) que causa a perda do látex 

pelos frutos e pelas folhas, alterando o sabor, a consistência e a qualidade 

comercial do mamão, o vírus do amarelo – letal (Papaya lethal yellowing virus – 

PLYV) que causa o amarelecimento e a morte das plantas e o vírus da mancha 

anelar (Papaya ringspot virus PRSV - P) conhecido também como mosaico do 

mamoeiro (OLIVEIRA et al., 2011; COSTA et al., 2021) a virose de maior 

importância econômica e de maior distribuição geográfica nos países produtores.  

O Papaya ringspot virus é uma espécie de vírus pertencente à família 

Potyviridae e do gênero Potyvirus, sendo classificada em duas estirpes, nas quais 

se diferenciam por características biológicas. Segundo Costa et al. (2021), a estirpe 

Watermelon (PRSV-W) afeta sistematicamente as cucurbitáceas, já a estirpe 

Papaya (PRSV-P) possui a capacidade de infectar tanto as cucurbitáceas quanto o 

mamoeiro, porém o seu hospedeiro natural e de maior importância é o mamoeiro. 

 No Brasil, o PRSV-P é considerado o patógeno mais importante para a 

cultura, pois tem ocorrência em quase todos os estados brasileiros e além disso, é 
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bastante comum à sua ocorrência nos quintais de casas, em pequenos pomares e 

em margens de estradas, o que pode se transformar em fontes constantes do vírus 

(COSTA et al., 2021).  

A estirpe PRSV – P é caracterizada por possuir partículas filamentosas, não 

envelopadas, alongadas e flexuosas, medindo cerca de 760 – 800 nm de 

comprimento e 12 nm de diâmetro. É um vírus constituído por 94,5% de proteínas 

e 5,5 % de ácido nucléico, além disso, possui único RNA de hélice simples e de 

sentido positivo (COSTA et al., 2021). 

Segundo Costa et al. (2021), o PRSV-P é transmitido por pulgões de maneira 

não persistente e não se multiplica no vetor. A transmissão se inicia quando o 

pulgão se alimenta das plantas de mamoeiro já infectadas por um curto período de 

tempo, cerca de 15 segundos e logo em seguida se alimenta de plantas sadias de 

mamoeiro, portanto, a disseminação do vírus ocorre com muita rapidez por causa 

das movimentações dos insetos dentro do pomar, não ocorrendo transmissão via 

sementes. As espécies de pulgões mais conhecidas e que transmitem o vírus são: 

Myzus persicae, Aphis gossypii, Aphis fabae, Aphis coreopsidis e Aphis spiraecola 

(OLIVEIRA et al., 2000;  COSTA et al., 2021). 

As plantas infectadas pelo vírus apresentam nas folhas mosaico 

proeminente e clorose, distorção, clareamento das nervuras, rugosidade, intenso 

mosqueado e redução nas lâminas foliares. Nos frutos, os sintomas se apresentam 

em manchas na forma de anéis, esverdeados e com o passar do tempo tornam-se 

em anéis necróticos. E geralmente as plantas quando infectadas apresentam porte 

reduzidos (OLIVEIRA et al., 2000; COSTA et al., 2021). 

A detecção de viroses no mamoeiro envolve a aplicação de diferentes testes, 

considerando o tipo de vírus e o material a ser analisado. Alguns dos testes 

comumente utilizados são os testes sorológicos, moleculares e biológicos. 

Os testes sorológicos consistem em utilizar anticorpos específicos para 

detectar a presença de antígenos virais em amostras de plantas. Esses testes 

podem ser realizados por meio de técnicas como ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay), DAS-ELISA (double antibody sandwich-ELISA) ou DIBA 

(dot immunobinding assay). São considerados rápidos, sensíveis e específicos, 

mas requerem reagentes e equipamentos adequados. Outros testes utilizados são 

os moleculares, que utilizam sondas ou primers específicos para amplificar e 

detectar o material genético do vírus em amostras de plantas. Podem ser realizados 
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por meio de técnicas como PCR (polymerase chain reaction), RT-PCR (reverse 

transcription-PCR) ou qPCR (quantitative PCR). São os mais sensivéis, específicos 

e quantitativos que os testes sorológicos, requerem mais cuidados com a qualidade 

das amostras e com a prevenção de contaminações (MACEDO; SOUZA JUNIOR., 

2005b; FERREIRA et al., 2016) 

E o teste biológico, que consiste utilizar plantas indicadoras para observar 

os sintomas causados pelo vírus em amostras de plantas. Esse teste pode ser feito 

por meio de técnicas como enxertia, inoculação mecânica ou inoculação por 

vetores. É o teste mais simples, barato e útil para identificar novos vírus ou variantes 

virais, mas é menos sensível, específico e rápido que os outros testes (FERREIRA 

et al., 2016). Esses testes podem ser utilizados isoladamente ou em combinação, 

dependendo do objetivo e da disponibilidade de recursos.  

 

2.7 Resistência do mamoeiro a doenças 
  

O mamoeiro possui resistência natural a algumas doenças, mas também é 

suscetível a várias outras. Essa resistência pode estar atribuída a diversos fatores, 

incluindo a genética. De acordo com Vivas et al. (2013), existem variedades de 

mamoeiro que possuem predisposição genética para resistir a determinadas 

doenças. Além disso, o mamoeiro possui mecanismos de defesa naturais contra 

patógenos. Esses mecanismos de defesa podem envolver a produção de enzimas 

que destroem as paredes celulares dos patógenos, a síntese de substâncias 

antimicrobianas ou a ativação de vias de sinalização que desencadeiam uma 

resposta de defesa eficaz (VIVAS et al., 2013). 

Adicionalmemte, o mamoeiro possui a capacidade de ativar suas defesas 

naturais quando exposto a patógenos ou moléculas associadas a eles, o que é 

conhecido como resistência induzida. Esse pode fortalecer a sua capacidade de 

combater infecções futuras. Quando detecta a presença de patógenos, o mamoeiro 

pode desencadear uma resposta de defesa mais intensa, ativando vias de 

sinalização e mobilizando recursos para combater a infecção (OLIVEIRA et al., 

2008).  

 Em alguns casos, o mamoeiro pode competir com os patógenos por 

recursos essenciais. Podendo secretar compostos antimicrobianos que inibem o 

crescrimento dos patógenos ou ocupar o espaço disponível no hospedeiro, 
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dificultando o estabelecimento dos patógenos. 

É fundamental ressaltar que esses mecanismos de resistência natural 

podem variar entre as diferentes variedades de mamoeiro. Cada variedade pode 

apresentar diferentes níveis de eficácia contra determinados patógenos, uma vez 

que a resistência é influenciada por fatores genéticos e adaptativos específicos de 

cada variedade. Segundo Gonsalves et al. (2012), não há resistência natural ao 

PRSV – P relacionado ao mamoeiro comercial Carica papaya L., no entanto, há 

resistência em espécies, como do gênero Vasconcellea. Portanto, embora o 

mamoeiro tenha mecanismos de defesa naturais, é importante reconhecer que eles 

não são universalmente eficazes contra todos os patógenos. A resistência natural 

do mamoeiro pode ser efetiva contra certos patógenos, enquanto outros podem 

encontrar maneiras de contornar essas defesas ou explorar vulnerabilidades 

específicas da planta (OLIVEIRA et al., 2008). 

Em resumo, a resistência do mamoeiro a doenças é resultado de uma 

combinação de fatores genéticos, fisiológicos e ambientais. A diversidade genética, 

os mecanismos de defesa naturais, as interações com microrganismos benéficos e 

as boas práticas agrícolas desempenham papéis importantes no fortalecimento da 

resistência do mamoeiro. O contínuo investimento em pesquisa, melhoramento 

genético e adoção de práticas sustentáveis de manejo são essenciais para garantir 

a saúde e a produtividade da cultura. 
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CAPÍTULO 1 
 

Criopreservação de grãos de pólen em Vasconcellea quercifolia A. St. – Hil. : 
Estratégia biotecnológica para conservação de germoplasma em Caricaceas 
 
RESUMO: A conservação dos grãos de pólen é fundamental para preservar alelos 
e superar desafios como, assincronia de florescimento, otimizar cruzamentos intra 
e interespecíficos e intercâmbio de germoplasma. Neste estudo, buscou-se 
estabelecer um protocolo para criopreservar grãos de pólen de Vasconcellea 
quercifolia. Foram realizados ensaios para a escolha do melhor tempo de 
desidratação e criopreservação dos grãos de pólen em nitrogênio líquido (NL) a -
196°C por 24horas e durante 1 ano. A viabilidade gamética foi verificada através de 
testes de germinação in vitro e in vivo, em quatro plantas masculinas e duas plantas 
femininas de V.quercifolia. Foram coletadas 15 anteras inteiras ao acaso na antese 
nos periodos de março a abril e setembro a novembro de 2022 e o grau de umidade 
dos grãos de pólen foi determinado. Posteriormente, as anteras foram desidratadas 
por diferentes tempos (1, 2 e 3 horas) em sílica gel. Para o teste de germinação in 
vitro, as anteras com grãos de pólen desidratados foram colocadas em meio de 
cultura (BK 10% sacarose) a 27 ± 1°C por 24 horas. Foram considerados 
germinados tubos polínicos com diâmetro igual ou superior ao diâmetro do grão de 
pólen. No ensaio de criopreservação, as anteras foram acondicionadas em 
envelopes de papel alumínio, inseridas no criotubo e imersas em NL a -196°C por 
dois períodos: 24 horas e 1 ano. O descongelamento dos grãos de pólen foi 
realizado à temperatura ambiente. O delineamento experimental foi inteiramente 
casualizado com três repetições.Os resultados mostraram que os grãos de pólen 
de V. quercifolia suportam desidratação por até 3 horas sem prejudicar a 
viabilidade, não havendo diferença estatistica entre os tempos de 2 e 3h, sendo 2h 
mais indicado por apresentar o maior percentual. A criopreservação em NL 
manteve a viabilidade do grão de polén (in vitro) por 24 horas e uma leve redução 
quando conservado por um ano, sem, no entanto, comprometer a viabilidade 
gamética. O comprimento do tubo polínico não foi afetado pela conservação em 
NL. As polinizações (in vivo) provenientes de pólen criopreservados mostraram a 
produção de frutos com sementes viáveis. Conclui-se que a criopreservação de 
grãos de pólen de mamoeiro silvestre pode ser uma estratégia complementar para 
conservação de alelos e superação de barreiras de assincronia de florescimento. 
 

Palavras chave: Mamoeiro, Conservação, Nitrogênio Líquido, Viabilidade 
Gamética. 
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Cryopreservation of Vasconcellea quercifolia A. St. - Hil. pollen: A 
biotechnological strategy for germplasm conservation in Caricaceae. 

 
ABSTRACT: The conservation of pollen grains is essential for preserving alleles 
and overcoming challenges such as flowering asynchrony, optimizing intra and 
interspecific crosses, and germplasm exchange. In this study, the aim was to 
establish a protocol for cryopreserving pollen grains of Vasconcellea quercifolia. 
Assays were conducted to determine the optimal dehydration and cryopreservation 
times for pollen grains in liquid nitrogen (LN) at -196°C for 24 hours and over 1 year. 
Gametic viability was assessed through in vitro and in vivo germination tests on four 
male and two female V. quercifolia plants. Fifteen randomly selected whole anthers 
were collected during the anthesis periods of March to April and September to 
November 2022, and the pollen grain moisture content was determined. 
Subsequently, the anthers were dehydrated for different durations (1, 2, and 3 
hours) using silica gel. For the in vitro germination test, anthers with dehydrated 
pollen grains were placed in a culture medium (BK 10% sucrose) at 27 ± 1°C for 24 
hours. Pollen tubes with a diameter equal to or greater than the pollen grain diameter 
were considered germinated. In the cryopreservation assay, anthers were placed in 
aluminum foil envelopes, inserted into cryotubes, and immersed in LN at -196°C for 
two periods: 24 hours and 1 year. Thawing of pollen grains was done at room 
temperature. The experimental design was completely randomized with three 
replications. The results indicated that V. quercifolia pollen grains could endure 
dehydration for up to 3 hours without impairing viability, with no statistical difference 
between the 2-hour and 3-hour durations, with 2 hours being more favorable due to 
the highest percentage of viability. Cryopreservation in LN maintained pollen grain 
viability (in vitro) for 24 hours, with a slight reduction after 1 year of preservation, 
without compromising gametic viability. Pollen tube length was unaffected by LN 
preservation. Pollinations (in vivo) using cryopreserved pollen resulted in the 
production of fruits with viable seeds. It is concluded that cryopreservation of wild 
papaya pollen grains could be a complementary strategy for allele conservation and 
overcoming flowering asynchrony barriers. 
 
Keywords: Papaya, Conservation, Liquid Nitrogen, Gametic viability. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A família Caricaceae, é composta por 35 espécies distribuídas em seis 

gêneros: Jaracatia (7 espécies), Jarilla (3 espécies), Carica (uma espécie Carica 

papaya L. (é a mais importante economicamente), Horovitzia (uma espécie), 

Vasconcellea (21 espécies) e Cylicomorpha (2 espécies) (BADILLO, 2000). 

Estudos envolvendo o gênero Vasconcellea têm despertado interesse nos 

programas de melhoramento genético do mamoeiro, pois, algumas espécies desse 

gênero apresentam genes de resistência ao PRSV-P (HERNÁNDEZ-RODRÍGUEZ 

et al., 2017), o vírus da mancha – anelar ou mosaico do mamoeiro, doença de maior 

importância econômica e de maior distribuição geográfica nos países produtores 

(SHARMA; TRIPATHI, 2016). A espécie Vasconcellea quercifolia (MARTINS e 

CARVALHO, 2023), é frequentemente encontrada em margens de rios, capoeirões, 

bordas de matas e beiras de rodovias, podendo ocorrer em locais com condições 

edafoclimáticas, como os bosques úmidos e montanhas altas (LIDIO; 

ALEXANDRE; ADEMIR, 2011).  

As espécies silvestres são definidas como uma população de indivíduos que 

vivem em condições naturais sem interferência humana e, portanto, estão 

suscetíveis apenas à seleção natural, ou seja, são aquelas que vivem na natureza 

sem a ajuda ou controle dos seres humanos e se adaptam ao ambiente e aos 

recursos disponíveis por meio da seleção natural (CHALAK et al., 2017). Uma 

coleção de germoplasma de uma espécie deve conservar além de acessos 

representantes da forma cultivada, também acessos de espécies silvestres e dessa 

forma garantir a manutenção da variabilidade genética da cultura. A conservação 

dos recursos genéticos do mamoeiro desempenha um papel crucial na garantia da 

segurança alimentar, na adaptação às mudanças climáticas e no desenvolvimento 

de variedades produtivas, resistentes às doenças e melhor adaptadas às mudanças 

climáticas (DANTAS; NETO, 2000; DANTAS; LEDO; SOUZA JUNIOR, 2000). 

Portanto, a conservação de germoplasma deve objetivar seu uso futuro e ser 

realizada de forma eficiente com técnicas adequadas. 

Nesse contexto, várias são as estratégias de preservação de germoplasma 

cultivado e exótico. A conservação de materiais biológicos em temperaturas 

ultrabaixas (-196°C) e em nitrogênio líquido denominada de criopreservação 

(CARVALHO; VIDAL, 2003), tem possibilitado preservar materiais vegetais a longo 
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prazo com baixo custo de armazenamento, já que demanda pouca intervenção 

humana e com potencial reduzido de variações somaclomais, sendo uma 

alternativa como duplicata de segurança do germoplasma conservado (CABANEZ 

et al., 2017; PAIVA; COIMBRA, CASTRO, 2023). A criopreservação do pólen é 

crucial para complementar a preservação do germoplasma, pela conservação de 

alelos (SILVA et al., 2017; SOUZA et al., 2015), e superar possíveis discrepâncias 

no florescimento e facilitar o cruzamento entre plantas que crescem em locais 

diferentes e distantes. O armazenamento de polén nos métodos convencionais, 

reduzindo a temperatura e a umidade dos grãos de pólen permitem 

armazenamento dos mesmos por um curto período de tempo. Damasceno et al.  

(2008), avaliando a conservação de grãos de pólen de mamoeiro a curto prazo 

concluiu que é possível conservar os grãos de pólen das cultivares Golden e 

Tainung 01 diretamente no botão floral acondicionados em geladeira ou freezer por 

30 e 60 dias, respectivamente e que não há diferenças estatísticas em relação a 

conservação em geladeira ou freezer. Entretanto, o armazenamento de pólen por 

longos períodos de tempo precisam ser avaliado pois amplia as possibilidades de 

uso. 

Conceição (2021),  analisando a criopreservação de pólen de 17 acessos de 

mamoeiro (C. papaya) provenientes do BAG de mamão da Embrapa mandioca e 

fruticultura observou que é possível criopreservar grãos de pólen de mamoeiro após 

um tratamento de desidratação por 2 h em sílica gel e estes apresentaram altos 

percentuais de germinação in vitro depois de imersos em NL por 24horas e 

mostraram 80% das sementes viáveis.  

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de 

criopreservação de grãos de pólen da V. quercifolia com foco na conservação de 

alelos e na sua utilização no programa de melhoramento genético do mamoeiro. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  
 
2.1. Material genético e local e período 
 

 Este estudo foi realizado com plantas masculinas e femininas da espécie V. 

quercifolia (acesso 269) pertencente ao Banco de Germoplasma de Mamão da 

Embrapa Mandioca e Fruticultura (BAG-Mamão), em Cruz das Almas, Bahia 

(12º48`S; 39°06`W; 225 m) com plantas de 18 meses de idade. A adubação e os 
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tratos culturais seguiram as recomendações para a cultura do mamoeiro 

(OLIVEIRA; SOUZA; COELHO, 2010) 

 

2.2. Desidratação dos grãos de pólen 
 

As flores masculinas foram coletadas no período de primavera/verão, no 

início da manhã e na fase de antese. Logo foram conduzidas para o Laboratório de 

Cultura de Tecidos da Embrapa Mandioca e Fruticultura para a retirada das anteras, 

que foram submetidas aos testes de desidratação e conservação em longo prazo. 

Determinou-se o grau de umidade dos grãos de pólen frescos adotando a 

mesma metodologia utilizada para determinação do grau de umidade de sementes 

(BRASIL, 1992).  As anteras foram coletadas em antese floral, no início da manhã, 

e conduzidas para o Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais na Embrapa 

Mandioca e Fruticultura para serem submetidas aos testes de desidratação e 

conservação em nitrogênio líquido. 

Para a avaliação da tolerância dos grãos de pólen à desidratação, as anteras 

foram colocadas em dessecadores com sílica gel por diferentes períodos (1, 2 e 3 

horas). Como controle da viabilidade polínica, foram utilizadas anteras sem 

desidratação.  

Para obtenção do conteúdo de água do controle, ou seja, do pólen fresco e 

sem passar pela desidratação (tempo 0), envelopes de papel alumínio foram 

pesados em uma balança de precisão (balança com sensibilidade de 0,001g) para 

estabelecer o peso da tara (t). Em seguida, as anteras foram depositadas nos 

envelopes e pesadas para determinar o peso úmido (P). As anteras nos envelopes 

de alumínio foram desidratadas em estufa a 105º por 3 horas, e novamente 

pesadas para obtenção do peso seco (p). O conteúdo de água das amostras foi 

determinado pela seguinte equação: 

𝑈 = (
𝑃𝑢 − 𝑃𝑠

𝑃𝑢 − 𝑃𝑡
) × 100 

Eq. (1) 

Onde: U= conteúdo de água presente nas amostras; Pu = peso úmido; Ps = 

peso seco; Pt = peso da tara. 

Para obtenção do conteúdo de água nos diferentes tempos de desidratação, 

inicialmente, os envelopes de papel alumínio, foram pesados em uma balança de 

precisão para estabelecer o peso da tara (t). Em seguida, as anteras foram 
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depositadas nos envelopes e submetidas a desidratação em dessecador contendo 

sílica gel nos diferentes tempos (1, 2 e 3 h). Após esse período, as amostras foram 

pesadas para a obtenção do segundo valor (P) e logo submetidas à estufa a 105º 

por 3 horas, e novamente pesadas para obtenção do peso seco (p). Os valores do 

conteúdo de água das amostras desidratadas, também foram determinados a partir 

da equação citada acima, conforme metodologia utilizada para determinação do 

grau de umidade de sementes (BRASIL, 1992).  

 

2.3  Germinação in vitro dos grãos de pólen e viabilidade polínica 
 

Após a desidratação, as anteras com os grãos de pólen foram distribuídas 

em meio de cultura com auxílio de um pincel e armazenadas em câmara climatizada 

sob a  temperatura de 27 ± 1°C por 24 horas. Em seguida, foram microfotografadas 

em estereomicroscópio Leica EZDA (Leica, Wetzlar, Alemanha), com objetiva de 

aumento de 35x. O mesmo procedimento foi realizado para o controle. Os grãos de 

pólen germinados foram corados com azul de toluidina a 1% para análises e 

fotomicrografias. Como controle da viabilidade polínica foram utilizadas anteras que 

não passaram pelo processo de dessecação. 

A viabilidade dos grãos de pólen, controle e após a desidratação, foi 

averiguada pela germinação in vitro e pelo crescimento do tubo polínico em meio 

de cultura BK (BREWBACKER; KWACK, 1963), composto por: H3BO3 (0,01%); Ca 

(NO3)2* 4H2O (0,03%); MgSO4* 7H2O (0,02%); KNO3 (0,01%); sacarose (10%); 

ágar (0,5%) e pH 6,5. A escolha deste meio foi baseada no estudo de Ferreira 

(2018) que observou sua eficiência na germinação in vitro de grãos de pólen em 

acessos de mamoeiro.   

A porcentagem de germinação dos grãos de pólen foi determinada pela 

contagem de 300 grãos de pólen de cada tratamento por repetição, sendo cada 

repetição representada por uma placa de Petri, totalizando 900 grãos de pólen. As 

imagens para a contagem foram obtidas com o auxílio de um estereomicroscópio 

com amplitude de 35x.  

Para avaliação do crescimento do tubo polínico foram selecionados 

aleatoriamente 60 tubos polínicos por tratamento (controle e desidratação), sendo 

20 tubos por repetição. O comprimento do tubo polínico (mm) foi mensurado com o 

auxílio do software ImageJ 1.46r (RASBAND 1997-2016) utilizando as imagens 
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obtidas a partir do estereomicroscópio.  

A germinação polínica foi considerada efetiva quando o comprimento do tubo 

polínico foi igual ou superior ao diâmetro do grão de pólen (PÉREZ et al., 2019).  

A porcentagem de germinação dos grãos de pólen final foi calculada 

empregando a seguinte expressão:  

 

𝑃𝐺(%) =
(𝐺𝑃𝐺𝑐)

(𝑇𝐺𝑃𝑐)
× 100 

Eq. (2) 

Onde: 𝑃𝐺 = porcentagem de germinação de grão de pólen; GPGc=número de 

grãos de pólen viáveis por campo; TGPc = número total de grãos de pólen por 

campo. 

O delineamento experimental utilizado para o ensaio de germinação após a 

desidratação foi o inteiramente casualizado com três repetições sendo cada 

repetição representada por uma placa de Petri, com cinco anteras.  

 

2.4.  Criopreservação de grãos de pólen  
 

  Para os ensaios de criopreservação foram utilizados os tempos de 

desidratação avaliados anteriormente, considerando-se os conteúdos de água 

obtidos. Após a desidratação (1, 2 e 3 horas), as anteras com os grãos de pólen 

foram acondicionadas em envelopes de papel alumínio e colocadas em tubos 

criogênicos (2 mL), fixadas em  canisters, que foram diretamente conduzidos para 

botijões contendo nitrogênio líquido (-196°C) por um período de 24 horas. Com 

base nos resultados de desidratação/criopreservação obtidos com os 3 tempos de 

exposição à silica, optou-se pelo melhor tempo para avaliar a viabilidade polínica 

de grãos de pólen criopreservados pelo período de um ano (Figura 1). 

A viabilidade dos grãos de pólen criopreservados foi verificada pela 

germinação in vitro e pela capacidade de crescimento do tubo polínico, seguindo o 

procedimento descrito anteriormente. Foi realizado também o teste de viabilidade 

in vivo (Figura1).  

O delineamento experimental utilizado para o ensaio de germinação após 

criopreservação tanto nos tempos de 24 horas como durante 1 ano, foi o mesmo 

utilizado para o ensaio de germinação após a desidratação de grãos de pólen. 
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Figura 1. Representação esquemática das etapas sequenciais do ensaio de 
criopreservação de pólen de Vasconcellea quercifolia. 

 

 
 

Autora: Juliana da Silva Lopes Pereira  
 
 
2.5.  Teste de Viabilidade in vivo dos grãos de pólen 
 

Para a avaliação da viabilidade in vivo dos grãos de pólen foram realizadas 

dezessete polinizações nas plantas femininas de V. quercifolia utilizando os grãos 

de pólen previamente dessecados por 2 horas e criopreservados (-196ºC) por 24 

horas e 1 ano. Também foram realizadas polinizações com os grãos de pólen fresco 

como controle.  

No período de floração, as flores das plantas receptoras foram protegidas na 

pré-antese com sacos de papel vegetal, para evitar polinizações naturais. Logo em 

seguida, foram inseridos no estigma da flor, com auxílio de um pincel, os grãos de 

pólen criopreservados. O descongelamento ocorreu no momento em que as 

anteras foram retiradas do nitrogênio líquido e levadas em placas de Petri ao 

campo, até plantas femininas de V. quercifolia pertencentes ao BAG-Mamão. 

Posteriormente, as flores polinizadas manualmente foram novamente protegidas 

com sacos de papel para evitar possíveis polinizações por insetos. Cada flor 

polinizada foi identificada com o número do tratamento e a data da polinização.  

Após a realização das polinizações esperou-se um período de três a quatro 

meses para colher os frutos maduros. No período de amadurecimento dos frutos 

1, 2 e 3 h 
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foi realizado o teste de germinação com as suas sementes oriundas dos frutos 

polinzados, utilizando caixas plásticas do tipo gerbox com duas folhas de papel 

germitest, umedecidas com água destilada na proporção de 2,5 vezes o peso do 

papel seco. 

 

2.6. Análise estatística dos dados  
 

Os dados do ensaio de desidratação e de criopreservação foram submetidos 

ao teste F da análise de variância considerando o delineamento inteiramente 

casualizado. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 

5% de probabilidade. Os dados de germinação foram normalizados por arcsen 

(√x/100) para cumprir os pressupostos da análise de variância. As análises 

estatísticas e os gráficos foram gerados com auxílio do pacote AgroR do programa 

estatístico R (R CORE TEAM, 2022).  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1. Desidratação e germinação dos grãos de pólen 
 

O conteúdo de água medido dos grãos de pólen de V. quercifolia fresco foi 

de 77,94% (Figura 2a).  Em relação aos dados de tolerância dos grãos de pólen 

sob diferentes tempos de desidratação em sílica, houve uma pequena variação da 

germinação entre os tratamentos (Figura 2b), incluindo o controle, apesar das 

diferenças estatísticas apresentadas no conteúdo de água (Figura 2a).  

Todos os tratamentos apresentaram elevada porcentagem de germinação, 

acima de 90% (Figura 2b). Já para o crescimento do tubo polínico, após 24 h em 

meio de cultivo, o melhor resultado foi obtido com uma exposição de 2 horas à 

sílica, resultado que foi utilizado para a realização dos ensaios de criopreservação 

por um ano (Figura 2c). É possível perceber que a germinação e o comprimento do 

tubo polínico associados ao tempo de desidratação de duas horas (2 h) 

apresentaram destaque quando comparados com o tempo de desidratação de três 

horas (3 h) (Figura 2: A, B). Em um trabalho realizado com 17 acessos do Banco 

de Germoplasma de Mamão, Conceição (2021) também observou que o tempo de 

duas horas de desidratação dos grãos de pólen de C. papaya L. em sílica foi o mais 

adequado para a tolerância dos grãos de pólen, favorecendo, portanto sua 

criopreservação posteriormente. Uma diferença observada entre os trabalhos, se 
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refere ao conteúdo de água nos tratamentos de desidratação realizados. Nos 

acessos de C. papaya, o conteúdo de água com o tempo de desidratação de 2 

horas, variou de 24% a 31%, enquanto para V. quercifolia esse valor foi 

praticamente o dobro (51%) (Figura 2a). Entretanto, essa diferença não influenciou 

nos resultados obtidos, como pode ser visto na Figura 2b, onde todos os 

tratamentos apresentaram taxas de germinação acima de 90%. 

 

Figura 2. Médias do conteúdo de água (A),  porcentagem de germinação in vitro 
(B) e comprimento de tubo polínico (C) dos grãos de pólen de V. quercifolia 
submetidos a desidratação em dessecador contendo sílica em gel durante trêis 
tempos (1, 2 e 3 horas). Tempo zero representa grãos de pólen não submetidos a 
desidratação.  

 

O  aumento do comprimento do tubo polínico in vitro, após a desidratação 

por 2 horas deve ter relação a adaptação ao estresse hídrico, ativando mecanismos 

de defesa ou reparo celular. Esses mecanismos podem incluir a síntese de 

proteínas ou açúcares que protegem as células durante o processo de 

desidratação. Além disso, a desidratação pode facilitar a eclosão do grão de pólen 

e a emissão do tubo polínico, uma vez que a redução da pressão osmótica interna 

pode auxiliar nesses processos (FIRON; NEPI; PACINI, 2012; SCHEIBLE; 

MCCUBBIN, 2019).  

Além do mais, a água é um importante solvente, meio de transporte, 

tamponante, é um constituinte essencial e estabilizador da estrutura de 

macromoléculas e organelas. Portanto, os ensaios de desidratação são essenciais 

para estabelecer um protocolo eficiente de criopreservação de grãos de pólen, 

determinando o  limite de tolerância da estrutura, mas mantendo sua viabilidade. A 

retirada em excesso de água celular pode causar morte da célula, assim como o 
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excesso do conteúdo de água pode levar a formação de cristais, o que também 

compromete a sua viabilidade devido ao rompimento das membranas celulares 

(CARVALHO, 2006; REN et al., 2019). A desidratação foi um fator importante para 

a germinação in vitro de pólen de V. quercifolia, sendo que o período de 2 horas 

favoreceu um leve aumento na taxa de germinação e um aumento mais significativo 

no crescimento do tubo polínico (Figura 3c). 

 

Figura 3. Germinação in vitro de grãos de pólen de V. quercifolia submetidos a 
desidratação em dessecador contendo em sílica gel durante 3 tempos (1, 2 e 3 
horas). Tempo zero representa grãos de pólen não submetidos a desidratação.  
(a) 0 hora;  (b) 1 hora; (c) 2 horas;  (d) 3 horas; 

Autora: Juliana da Silva Lopes Pereira 

 

No entanto, o tempo ideal de desidratação pode variar de acordo com o 

método, com a espécie, com as condições ambientais no momento da coleta dos 

grãos de pólen e também pode estar relacionado com o tamanho e a morfologia 
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polínica (SOARES et al., 2015).  

Em espécies do gênero Anonas foram necessários 90 minutos em sílica gel 

para alcançar as condições ideais de umidade (NETO et al., 2009). O pólen de 

Paspalum notatum necessitou de 120 minutos em sílica gel para obter a umidade 

necessária para ser criopreservado (DINATO, 2016). Em abacaxi é necessário um 

tempo de 6 horas em sílica gel para se atingir as condições ideais que estão em 

torno de 30% de conteúdo de água (SILVA et al., 2017), enquanto para algumas 

bromélias o tempo de 3 horas, também em sílica, é suficiente (SOUZA et al., 2015).  

 

3.2. Criopreservação dos grãos de Pólen 
 

A desidratação do pólen é um procedimento utilizado para reduzir o conteúdo 

de água dos grãos de pólen, antes do congelamento. A retirada de água pode ser 

realizada de várias formas, em cabine de fluxo laminar, estufa, mas a sílica vem 

sendo amplamente utilizada por sua eficiência e repetibilidade ( SOUZA et al., 2015; 

SILVA et al., 2016). 

Neste estudo foi observado uma redução no conteúdo de água dos grãos de 

pólen, conforme o aumento do tempo de exposição à sílica gel (59,79% em 1 h; 

51,09% em 2 h; 20,57% em 3 h (Figura 4a). Essa constatação evidencia que a sílica 

gel foi eficaz na redução da umidade, o que confirma seu uso como uma ferramenta 

útil para se utilizar no processo de desidratação de grãos de pólen de mamoeiro. 

 

Figura 4. Médias  de germinação in vitro e comprimento de tubo polínico dos 
grãos de pólen de V. quercifolia submetidos a dessecação em dessecador 
contendo sílica em gel durante 3 tempos (1, 2, 3 horas) e criopreservados por 24 
h. O controle representa grãos de pólen não submetidos a dessecação. 
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A partir dos resultados obtidos da viabilidade (germinação in vitro e 

comprimento do tubo polínico) dos grãos de pólen criopreservados por 24 horas, 

observou-se que o tempo de desidratação de 1 hora não foi adequado para o 

processo de criopreservação (Figura 5 a) demonstrando o quanto o excesso de 

água congelável é danosa para o pólen, pela formação de cristais de gelo que 

afetam de forma significativa e negativa a sua viabilidade (DINATO et al., 2016; 

BENSON, 2008), causando a ruptura do sistema de membranas, e consequente 

morte das células (STEGANI et al., 2017). 

Os outros tempos de desidratação avaliados (2 h e 3 h) mostraram-se 

eficientes, apresentando altas taxas de germinação e comprimento do tubo 

polínico, sem diferenças estatísticas entre si (Figura 4 b e c). De acordo com Scorza 

e Sgerman (1995), é fundamental que a viabilidade do pólen criopreservado seja 

maior que 50%. No entanto, isso vai variar muito com a quantidade de pólen por 

antera, o que não foi quantificado neste trabalho. Em abacaxi, uma taxa de 

germinação de 30% a 40 % garante êxito na fertilização pela grande quantidade de 

pólen por antera (SILVA et al., 2015).  No presente estudo, a germinação dos grãos 

de pólen criopreservados nos tempos de 2h e 3h se assemelham ao controle, que 

não passou pelo nitrogênio líquido, apresentando valores acima de 80% (Figura 4 

a). 

A criopreservação por 24 horas em nitrogênio líquido foi testado por 

Conceição (2021) em 17 acessos de mamoeiro que observou altos percentuais de 

germinação in vitro, entre 52,69 e 89,24% para a maioria dos acessos testados.  

Na literatura é possível encontrar diversas respostas sobre diferentes 

períodos de armazenamento de grãos de pólen em nitrogênio líquido de várias 

espécies, com o objetivo de avaliar se ocorre perda de viabilidade a longo prazo. 

Silva et al. (2017), por exemplo, descobriram que após quatro meses o pólen de 

abacaxi criopreservado manteve sua viabilidade para todos os acessos, com 

porcentagens similares às que foram registradas para o armazenamento com 24h. 

Elhomosany e Sayed (2015), aplicaram a técnica em azeitona (Olea europaea L.) 

obtendo a viabilidade de 91,87% após 3 meses de armazenamento em nitrogênio 

líquido.  

Souza et al. (2015), criopreservaram pólen de Aechmea bicolor por 1h, 24h, 

8 dias, 30 dias, 6 meses e 1 ano em nitrogênio líquido e observaram que os grãos 

de pólen mantiveram–se viáveis, sem diferenças significativas, nos diferentes 
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tempos de conservação. Dinato et al. (2018), conservaram pólen de capim – bahia 

por 24h, 10, 60, 120, 180 dias e obtiveram resultados semelhantes, confirmando 

que a criopreservação do pólen por apenas 24 h apresenta respostas semelhantes 

da viabilidade do pólen conservados a longo prazo. Gomes et al. (2003), 

armazenaram grãos de pólen de cebola em nitrogênio líquido (-196°C) por um 

período de dois anos e observaram que o armazenamento nessa condição 

preservou a capacidade de germinação dos grãos de pólen.  

É importante verificar a estabilidade da viabilidade de pólen em diferentes 

tempos de armazenamento em nitrogênio líquido (NL) considerando que o objetivo 

final é que ele seja mantido em NL por longos períodos. De acordo com Lambardi, 

Ozudogru e Benelli (2008), essa estabilidade do pólen ao longo do tempo ocorre 

devido a uma redução drástica do metabolismo, poucas horas após a imersão em 

nitrogênio líquido, garantindo assim sua viabilidade. Vale destacar, mais uma vez, 

a importância do conteúdo correto de água intracelular, tanto para evitar danos 

mecânicos, que afetam a integridade do grão de pólen, quanto para manter sua 

viabilidade. A retirada excessiva de água pode evitar injúrias, mas impede também 

a posterior germinação. 

 

Figura 5. Germinação in vitro de grãos de pólen de Vasconcellea quercifolia 
submetidos a desidratação em dessecador contendo sílica em gel durante 3  
tempos (1, 2 e 3 horas) e criopreservados por 24 h.  
(a) 1 hora; (b) 2 horas; (c) 3 horas desidratação; 

Autora: Juliana da Silva Lopes Pereira 

 

Quando comparado a criopreservação do pólen de 24 h e por um período de 

1 ano, os resultados apresentados na Figura 6 a revelaram que a germinação in 

vitro dos grãos pólen foi alta em todos os tratamentos, com médias superiores a 

75%. O pólen criopreservado por 24 horas obteve média de 88,9%, enquanto o 
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pólen criopreservado por 1 ano apresentou média de germinação de 75,9%. Apesar 

da redução nas taxas de germinação, o aumento no tempo de armazenamento não 

afetou significativamente o comprimento do tubo polínico (Figura 6b). 

 

Figura 6: Médias de porcentagem de Germinação in vitro de grãos de pólen % (A) 
e comprimento do tubo polínico mm (B) de Vasconcellea. quercifolia submetidos a 
desidratação em dessecador contendo sílica em gel por duas horas e 
criopreservados em nitrogênio líquido por 24 h e durante 1 ano. 0 refere-se ao 
tratamento controle, germinação, sem criopreservação. Médias seguidas pela 
mesma letra minúscula não diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. 

 

Uma hipótese possível é que a redução necessária (quase parada) do 

metabolismo celular não tenha atingido todos os grãos de pólen nas primeiras 24h, 

o que pode ter afetado a integridade da parede celular e da membrana plasmática 

resultando na perda de viabilidade.  

A membrana plasmática é uma estrutura que controla a entrada e saída de 

substâncias na célula. Segundo Khan Academy (2023), a permeabilidade da 

membrana plasmática depende da interação entre os fosfolipídios, as proteínas e 

as moléculas que querem atravessá-la. A composição da membrana também 

influencia sua fluidez e sua capacidade de se adaptar a diferentes condições 

ambientais.  

O congelamento pode levar a mudanças na fluidez da bicamada 

fosfolipídica, afetando a estrutura, a distribuição e o funcionamento das proteínas 

de membrana impactando os canais envolvidos no transporte de substâncias 
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(PANIS; NAGEL; VAN DEN HOUWE, 2005; CUNHA NETO et al., 2007).  

Essas alterações na membrana plasmática podem afetar a absorção de 

água e nutrientes durante a hidratação e germinação do pólen. De acordo com 

Panis, Nagel e Van Den Houwe (2005), a água é essencial para a reidratação do 

pólen e o início de seu metabolismo após o congelamento e os nutrientes são 

necessários para a produção de energia e biomoléculas que permitem o 

crescimento do tubo polínico. Se a membrana plasmática estiver danificada, o pólen 

pode sofrer dificuldades em absorver água e nutrientes, durante o 

descongelamento, ou pode ocorrer perda dessas substâncias para o meio externo 

e isso compromete a sua viabilidade. Dessa forma, a redução na germinação in 

vitro do pólen após 1 ano em nitrogênio líquido pode estar associada a essas 

alterações (permeabilidade ou composição da membrana plasmática) que pode ter 

afetado a absorção de água e nutrientes durante a reidratação e germinação. 

Damasceno et al. (2008), avaliaram a conservação de pólen de duas cultivares de 

mamoeiro a curto prazo em dois ambientes: geladeira e freezer. Os autores 

constataram que com 60 dias de armazenamento, os grãos de pólen da cultivar 

Tainung 01 apresentou maior resistência ao armazenamento em relação a ‘Golden’. 

Porém, no ambiente geladeira, observou-se, a partir de 30 dias, ligeira queda na 

viabilidade dos grãos de pólen do ‘Tainung 01’, quando essa passou de 94,75 para 

86,20%, sendo estes valores estatisticamente distintos.  

Segundo Soares et al. (2018), o comprimento do tubo polínico é um indicador 

da fertilidade do pólen, que reflete sua capacidade de crescer e transportar os 

gametas masculinos até o óvulo. O fato de o comprimento do tubo polínico não ter 

sido afetado pelo tempo de armazenamento em nitrogênio líquido, sugere que o 

pólen de V. quercifolia criopreservado por 1 ano, pode ser utilizado para os estudos 

que visam cruzamentos entre diferentes espécies de mamoeiro possibilitando a 

criação de novas combinações genéticas e o aumento da variabilidade genética. É 

importante ressaltar que cruzamentos interespecíficos em mamoeiro apresentam 

desafios relacionados a barreiras pré e pós-zigóticas (DREW et al., 2006). Portanto, 

o pólen criopreservado deve ser usado em conjunto com outras ferramentas para 

facilitar a obtenção de híbridos interespecíficos/intergenéricos. No estudo realizado 

por Ganeshan (1986), que avaliou a criopreservação do pólen de mamoeiro em C. 

papaya e Vasconcellea cauliflora (anteriormente denominada como Carica 

cauliflora), não foram observadas diferenças significativas na taxa de germinação 
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do pólen ao avaliar oito tempos diferentes (0, 7, 30, 60, 90, 180, 365 e 435 dias) de 

armazenamento em nitrogênio líquido (NL). A média de viabilidade polínica foi de 

67,04% para V. cauliflora e 63,80% para C. papaya. No entanto, é importante 

ressaltar que os valores de porcentagem de germinação do pólen obtidos no estudo 

do autor foram inferiores aos encontrados no presente trabalho, o que pode ser 

explicado pelo uso de meios de cultura diferentes entre os estudos, que pode ter 

influenciado o potencial de germinação polínica. 

 

Figura 7. Germinação in vitro de grãos de pólen de Vasconcellea quercifolia 
dessecados por 2 h e criopreservados em nitrogênio líquido (NL) por 24 horas e 
durante 1 ano. (a) 0;  (b) 2 h de desidratação; (c) 2 h de desidratação + 24 h no 
NL; (d) 2h de desidratação + 1 ano no NL. Tempo zero representa grãos de pólen 
não submetidos a desidratação e criopreservação. 

Autora: Juliana da Silva Lopes Pereira 
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3.3. Polinização in vivo 
 

Além da avaliação da viabilidade dos grãos de pólen por meio da germinação 

in vitro, é fundamental a avaliação da germinação in vivo, pois, de acordo com 

Ferreira et al. (2006), a germinação in vitro é uma técnica que busca simular as 

condições do estilo e estigma, estimulando a germinação do tubo polínico. No 

entanto, é importante destacar que esta técnica por si só não garante a ocorrência 

da fertilização na prática, pois a fertilização depende de diversos fatores, como a 

compatibilidade entre o pólen e o óvulo, a receptividade do estigma, as condições 

ambientais, entre outros (FERREIRA et al., 2006). 

Dessa forma, os resultados obtidos em laboratório sobre a germinação e 

desenvolvimento do tubo polínico podem não ser conclusivos (NOGUEIRA et al., 

2015), mas são indicadores do quanto o grão de pólen pode ser afetado pelo 

congelamento em nitrogênio líquido.  

Neste trabalho as taxas de germinação in vitro foram superiores aos 

resultados encontrados com o teste de viabilidade in vivo. Em alguns trabalhos, 

uma alta correlação entre os testes in vitro e in vitro são apresentados, ainda que o 

mais importante é ver se as taxas de fertilização são compatíveis com as que são 

registradas para pólen não criopreservado (CONCEIÇÃO, 2021). Souza et al. 

(2015), obtiveram uma quantidade satisfatória de frutos e sementes a partir de 

pólen criopreservado de Aechmea bicolor, comparável à polinização com pólen 

fresco, demonstrando que o método de armazenamento manteve a integridade e a 

viabilidade do grão de pólen. 

De acordo com Nogueira et al. (2015), a partir da hibridação é possível 

verificar se o pólen tem a capacidade de fecundar o óvulo e formar um fruto normal 

com sementes viáveis. Nessa lógica, a formação de sementes e o teste de 

viabilidade das mesmas é de fundamental importância para obtenção de respostas 

sobre a eficiência do protocolo de criopreservação e sua utilidade para o 

melhoramento genético do mamoeiro.  

Assim, por ser uma espécie silvestre e cultivada em condições 

edafoclimáticas diferentes da região de origem, os resultados obtidos com as 

polinizações in vivo realizadas com grãos de pólen criopreservados (24 h e 1 ano) 

de V. quercifolia mostraram êxito com a produção de frutos, com aproximadamente 

40% de sementes viáveis (Figura 8). Com esse resultado foi possível verificar a 
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eficiência do protocolo de criopreservação do pólen em termos de fertilidade e 

qualidade das sementes. 

Conhecer as condições ideais para a germinação de sementes de uma 

determinada espécie é fundamental, pois cada espécie possui comportamento 

germinativo diferente devido a diversos fatores tais como, a dormência, a qualidade 

fisiológica e sanitária, a temperatura, o substrato, a umidade, a luz, entre outros, 

que podem influenciar nesse processo. Cada espécie possui uma faixa ideal de 

resposta a esses fatores, que pode variar conforme as condições ambientais e 

genéticas (SILVA et al., 2020).  

Portanto, é de fundamental importância realizar estudos que avaliem as 

condições ideais para a germinação de sementes de diferentes espécies, nativas, 

exóticas ou ameaçadas de extinção (MORI; RODRIGUES; FREITAS, 2013), que 

podem fornecer impactos ecológicos, científicos, econômicos e sociais.  

Ainda são bastantes escassos estudos relacionados à germinação das 

sementes de V. quercifolia. No entanto, Záchia et al. (2014), observaram que as 

sementes de V. quercifolia apresentam dormência tegumentar e endógena, ou seja, 

o tegumento e o embrião das sementes impedem a germinação. De acordo com os 

autores, essa dormência pode ser uma estratégia da espécie para evitar a 

germinação em condições desfavoráveis. Além disso, Záchia et al. (2014) e 

Urtasun, Giamminola e Viana (2020) observaram que o substrato vermiculita e a 

temperatura de 25ºC são os fatores adequados para a germinação das sementes. 

Eles ainda sugerem que mais pesquisas sejam realizadas para entender melhor os 

mecanismos de dormência e germinação das sementes da espécie.  

É sabido que dentre as diversas alternativas para se romper a dormência, 

além da embebição, escarificação e uso de fitormônios, o choque de temperatura 

pode dar bons resultados para a dormência tegumentar. Assim, este é mais um 

tema relacionado à espécie que precisa ser melhor estudado.  

Urtasun, Giamminola e Viana (2020), também observaram que a maturação 

dos frutos e a época de colheita são fatores importantes para a qualidade das 

sementes, pois, as sementes provenientes de frutos maduros, coletados no início 

da estação apresentam maior taxa germinativa do que as sementes provenientes 

de frutos verdes, coletados no final da estação.  

As polinizações in vivo foram realizadas com o intuito de confirmar a 

viabilidade do pólen de V. quercifolia após a conservação em nitrogênio líquido, 
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sendo possível observar a frutificação e a formação de sementes viáveis (Figura 8). 

Dessa forma, os resultados obtidos permitem afirmar que a técnica de 

criopreservação é uma estratégia complementar promissora, pois, através desta é 

possível manter a viabilidade e integridade dos grãos de pólen, se constituindo em 

mais uma ferramenta para o melhoramento genético do mamoeiro.  V. quercifolia é 

uma espécie caducifólia e não floresce na mesma época que o C. papaya L. 

dificultando os cruzamentos interespecíficos, caracterizando uma assincronia de 

florescimento. Silva (2022), avaliando o florescimento e a frutificação desse mesmo 

genótipo pertencente ao BAG de mamão observou que as plantas masculinas de 

V. quercifolia produzem maior número de botões florais (NBF) e número de flores 

(NF) no mês de maio (mês de baixa temperatura na região de Cruz das almas). A 

autora relata que as plantas femininas obtiveram números muito inferiores às 

masculinas, tanto de NBF quanto de NF, no entanto apresentaram frutos nos meses 

de julho e agosto meses de baixas temperaturas e elevados níveis de precipitação. 

Também houve produção de frutos em novembro, mês com altos níveis de 

precipitação pluviométrica no período do estudo. 
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Figura 8. Frutos e sementes de Vasconcellea quercifolia.(a) Fruto fechado 
formado após a polinização com polén criopreservado (b) Fruto aberto 
longitudinalmente  com sementes provenientes de polinizações com grãos de 
pólen criopreservados, (c) Germinação de sementes de Vasconcellea quercifolia 
provenientes de polinizações com grãos de pólen criopreservados (c). 

Autora: Juliana da Silva Lopes Pereira 
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Independente do comportamento germinativo encontrado, os resultados 

evidenciam que os grãos de pólen criopreservados mantêm sua viabilidade após 

24 horas e durante 1 ano de imersão em nitrogênio líquido (NL) e parece ser 

suficiente para fazer inferências no que se refere à conservação dos grãos de pólen 

desta espécie. A polinização realizada com polen criopreservado por um ano 

produziu frutos normais e com sementes (Figura 9a). Entretanto, fatores climáticos 

causaram a queda do fruto com as sementes ainda imaturas, mas com morfologia 

e distribuição normal no fruto (Figura 9b). 

 

Figura 9. Fruto de Vasconcellea quercifolia obtido com pólen criopreservado após 
1 ano em NL (a) corte longitudinal do fruto mostrando sementes imaturas (b). 

Autora: Juliana da Silva Lopes Pereira 

 

4. CONCLUSÕES 
 

Foi possível estabelecer um protocolo eficaz para criopreservação de grãos 

de pólen de V. quercifolia. Os grãos de pólen da espécie V. quercifolia mostraram 

tolerância à desidratação, nas condições do trabalho realizado, até 3 horas de 

exposição em sílica gel. Ambos os tempos de exposição, 2h e 3h não diferiram 

estatisticamente, sendo 2h o tempo indicado de desidratação por apresentar o 

maior percentual de germinação dos grãos de pólen. 

Grãos de pólens criopreservados por 1 ano em NL apresentam uma queda 

discreta na viabilidade, ficando ainda acima de 75%. O comprimento do tubo 
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polínico não foi afetado pelo tempo de armazenamento em NL. O uso de pólen 

criopreservado, seja por 24h ou por 1 ano em NL, são funcionais para a realização 

de cruzamentos, formando frutos normais com sementes viáveis.  

 Os resultados sugerem que o pólen de V. quercifolia criopreservado por 1 

ano, pode ser utilizado para os estudos que visam cruzamentos entre diferentes 

espécies de mamoeiro, sempre atentando para possíveis barreiras reprodutivas 

comuns em cruzamentos interespecíficos, visando a criação de novas combinações 

genéticas e o aumento da variabilidade genética.  
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CAPÍTULO 2 
 
 

Resistência ao PRSV- P em Vasconcellea quercifolia A.St. Hil e acessos de 
germoplasma de mamoeiro Carica papaya L. 

 
RESUMO: O Papaya ringspot virus (PRSV-P), também conhecido como vírus da 
mancha-anelar, é a doença mais impactante e amplamente distribuída na cultura 
do mamoeiro. No Brasil, o PRSV-P é considerado o patógeno mais importante, 
ocorrendo em todos os estados e em diversas áreas servindo como fontes 
constantes do vírus. Ainda não existem cultivares resistentes de mamoeiro 
disponíveis no mercado brasileiro e todas as variedades de Carica papaya são 
suscetíveis a doença. No entanto, estudos recentes em espécies do gênero 
Vasconcellea têm mostrado a presença de genes de resistência ao vírus. 
Vasconcellea quercifolia tem sido considerada resistente ao PRSV-P no Hawaí, 
Florida e Australia mas na Venezuela é suscetível. O objetivo deste trabalho foi 
avaliar a resistência ao PRSV – P em acessos de caricáceas pertecentes ao 
germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura avaliados em casa de 
vegetação. Foram testados três acessos de mamoeiro pertencentes ao BAG de 
mamão da Embrapa mandioca e fruticultura: CMF 259 - V. quercifolia, o genótipo 
CMF 011 do grupo Formosa  e a cultivar Aliança do grupo Solo (CMF 248). Foram 
semeadas duas sementes de cada acesso. Um mês após a semeadura foi feito o 
desbaste deixando uma planta por saco. Após dois meses, quando as plantas 
apresentaram 3-4 folhas, foram realizadas duas inoculações em dez plantas de 
cada acesso, com intervalo de 15 dias, utilizando um isolado de PRSV-P coletado 
na região de Cruz das Almas.Três plantas de cada acesso foram mantidas como 
controles.Os sintomas e o número de plantas afetadas foram monitoradas ao longo 
de dois meses. Utilizou-se uma escala de notas para avaliar a severidade dos 
sintomas e calculou-se a incidência da doença e a severidade dos sintomas. Os 
resultados foram apresentados em gráficos, mostrando a severidade da doença 
nos diferentes acessos. Realizou-se a análise de agrupamento dos acessos com 
base na área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD). Os dados de 
incidência da doença foram avaliados no pacote Agro R, utilizando o software R. O 
teste de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) foi realizado para detecção 
do vírus nas plantas inoculadas. A espécie silvestre V. quercifolia é resistente ao 
PRSV – P pois mostrou-se imune, não apresentando sintomas da doença. O 
acesso CMF011 foi considerado moderadamente resistente e a cultivar Aliança foi 
considerada altamente suscetível. O teste de ELISA indicou que V. quercifolia 
mostrou baixa reatividade em relação ao PRSV-P, o que sugere que essa espécie 
possui mecanismos de resistência que limitam a replicação e disseminação do 
vírus. A confirmação da resistencia da espécie Vasconcella quercifolia ao vírus da 
mancha anelar possibilita seu uso para introgressão desses genes em C. Papaya. 
 
Palavras-chave: Virose, Papaya ringspot vírus , mosaico do mamoeiro, Área 
Abaixo da Curva de Progresso da Doença, teste de ELISA. 
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Evaluation of PRSV-P resistance in Vasconcellea quercifolia A.St. Hil and 
papaya germplasm accessions 

 
ABSTRACT: The Papaya ringspot virus (PRSV-P), also known as the ring spot 
virus, is the most impactful and widely distributed disease in papaya cultivation. In 
Brazil, PRSV-P is considered the most important pathogen, occurring in all states 
and serving as a constant source of the virus. Currently, there are no resistant 
papaya cultivars available in the Brazilian market, and all Carica papaya varieties 
are susceptible to the disease. However, recent studies on species of the 
Vasconcellea genus have shown the presence of resistance genes to the virus. 
Vasconcellea quercifolia has been considered resistant to PRSV-P in Hawaii, 
Florida, and Australia, but susceptible in Venezuela.The objective of this study was 
to evaluate PRSV-P resistance in accessions of Caricaceae from the germplasm of 
Embrapa Cassava and Fruit. Three papaya accessions were tested: CMF 259 - V. 
quercifolia, genotype CMF 011 from the Formosa group, and the cultivar Aliança 
from the Solo group (CMF 248). Two seeds of each accession were sown, and one 
month after sowing, thinning was performed to leave one plant per bag. After two 
months, when the plants had 3-4 leaves, two inoculations were conducted on ten 
plants of each accession, with a 15-day interval, using a PRSV-P isolate collected 
from the Cruz das Almas region. Three plants of each accession were kept as 
controls. Symptoms and the number of affected plants were monitored for two 
months. A scoring scale was used to evaluate symptom severity, and disease 
incidence and symptom severity were calculated. Results were presented in graphs 
depicting disease severity among different accessions. Cluster analysis of the 
accessions based on the area under the disease progress curve (AUDPC) was 
conducted. Disease incidence data were evaluated using the Agro R package in the 
R software. The Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) test was performed 
to detect the virus in inoculated plants.The wild species V. quercifolia demonstrated 
resistance to PRSV-P, displaying immunity and no disease symptoms. The CMF011 
accession was considered moderately resistant, while the Aliança cultivar was 
deemed highly susceptible. ELISA testing indicated that V. quercifolia exhibited low 
reactivity to PRSV-P, suggesting the presence of resistance mechanisms that limit 
virus replication and spread. Confirming Vasconcellea quercifolia's resistance to the 
ring spot virus opens up possibilities for utilizing its genes to introduce resistance 
into C. papaya. 
 
Key words: Disease, Papaya ringspot virus, papaya mosaic, Area Under Disease 
Progress Curve, ELISA test. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
O mamoeiro é uma fruteira tropical com grande importância econômica 

devido ao valor nutritivo dos seus frutos e as propriedades farmacológicas. Apesar 

da importância econômica dessa espécie frutífera alguns fatores têm sido limitantes 

para o desenvolvimento da cultura, entre eles a ocorrência de doenças causadas 

por fungos, bactérias e vírus (FILHO et al., 2000). 

A mancha anelar, causada pelo Papaya ringspot virus (PRSV-P), é a doença 

de maior importância econômica e de maior distribuição geográfica nos países 

produtores (REZENDE et al., 1997; ABREU et al., 2015). No Brasil o PRSV-P é 

considerado o patógeno mais importante para a cultura, pois tem ocorrência em 

quase todos os estados brasileiros, sendo bastante comum à sua ocorrência nos 

quintais de casas, em pequenos pomares e em margens de estradas, o que pode 

se transformar em fontes constantes do vírus (COSTA et al., 2021).  

 O PRSV-P é pertencente à família Potyviridae e do gênero Potyvirus 

(PURCIFULL et al., 1984; MAYO et al., 1995). Caracteriza-se por possuir partículas 

filamentosas, não envelopadas, alongadas e flexuosas, medindo cerca de 760 a 

800 nm de comprimento e 12 nm de diâmetro. E único RNA de hélice simples e de 

sentido positivo (YEH et al., 1992; COSTA et al., 2021). 

Na natureza o PRSV-P é transmitido por pulgões de maneira não persistente 

e não se multiplica no vetor. A transmissão se inicia quando o pulgão se alimenta 

das plantas já infectadas por um curto período de tempo, cerca de 15 segundos e 

logo em seguida se alimenta de plantas sadias (COSTA et al., 2021). As espécies 

de pulgões mais conhecidas e que transmitem o vírus são: Myzus persicae, Aphis 

gossypii, Aphis fabae, Aphis coreopsidis e Aphis spiraecola (OLIVEIRA et al., 2000; 

COSTA et al., 2021). Experimentalmente o vírus é transmitido por inoculação 

mecânica e não há evidências da sua transmissão pelas sementes obtidas de 

plantas infectadas (FILHO et al., 2000). 

Inicialmente, as plantas infectadas apresentam clareamento das nervuras 

foliares, amarelecimento das folhas mais novas, posteriormente ocorre mosaico, 

distorção foliar, manchas oleosas no pecíolo e anéis oleosos nos frutos e com o 

passar do tempo tornam-se em anéis necróticos. Geralmente as plantas em estádio 

jovens quando infectadas apresentam porte reduzidos (OLIVEIRA et al., 2000; 

COSTA et al., 2021) permanecem atrofiadas e não chegam a ser economicamente 
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produtivas (FILHO et al., 2000; GONSALVES et al., 2010). 

Vários métodos têm sido utilizados para o controle da doença entre eles 

citam-se produção de mudas sadias, controle de insetos vetores, eliminação de 

plantas infectadas, eliminação de plantas hospedeiras do vírus como as 

cucurbitáceas, bem como das plantas hospedeiras dos insetos vetores (FILHO et 

al., 2000).  

Muitos esforços têm sido feitos para superar a doença, sendo um deles 

focado no desenvolvimento de variedades resistentes (HAIREEN et al., 2019). 

Apesar disso, ainda não há cultivares de mamoeiro com resistência ao PRSV-P no 

mercado brasileiro. Contudo, estudos realizados em representantes do gênero 

Vasconcellea têm mostrado que existem espécies que apresentam gene de 

resistência ao vírus. As espécies Vasconcellea cauliflora, V. pubescens, V. 

quercifolia e V. stipulata foram consideradas resistentes, destas a V. quercifolia foi 

considerada resistente a essa doença na Flórida (CONOVER, 1964), no Havaí 

(MANSHARDT; WENSLAFF, 1989) e Austrália (DREW et al., 2006), mas suscetível 

ao PRSV-P na Venezuela (HOROVITZ; JIMENEZ, 1967). Entretanto, a obtenção 

de híbridos intergenéricos entre Carica x Vasconcellea é dificultada pelas barreiras 

reprodutivas de pré e pós fertilização, gerando híbridos estéreis. 

Outra estratégia é o desenvolvimento de mamoeiro transgênico também 

como tentativas de controle para o PRSV- P. O primeiro mamoeiro transgênico 

(linha 55-1) foi obtido no início da década de 90 e expressava o gene da capa 

proteica de um isolado havaiano de PRSV- P (FITCH et al., 1992). Essa planta 

transgênica mostrou-se resistente a diferentes isolados havaianos, mas susceptível 

a isolados de outras regiões geográficas, principalmente brasileiras (TENNANT et 

al., 1994).  

No Brasil, nos estados da Bahia e do Ceará, foram avaliadas plantas 

transgênicas produzidas pela Embrapa em parceria com a Universidade de Cornell 

(SOUZA JÚNIOR; NICKEL; GONSALVES, 2005), observando um retardo na 

infecção da doença, assim como produção cerca de 50% superior a das 

convencionais. No entanto, pesquisas com transgênicos na Embrapa foram 

descontinuadas devido à política da Empresa e a critérios como a ausência de 

genes marcadores para resistência a antibióticos, uma vez que sua presença 

poderia dificultar sua liberação comercial pela Comissão Técnica Nacional de 

Biossegurança (CTNBio) e demais órgãos regulamentadores (FILHO, 2011). 
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Frente ao exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resistência ao 

PRSV-P vírus causador da mancha anelar no mamoeiro em acessos de Caricaceas 

(CMF 011 e CMF 248 – Carica papaya e CMF 259 – Vasconcellea quercifolia) do 

banco ativo de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura cultivados em 

casa de vegetação. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 
2.1 Material genético 

 
Este estudo foi realizado em casa de vegetação da Embrapa Mandioca e 

Fruticultura, localizada em Cruz das Almas, Bahia, sem controle de temperatura e 

umidade. Foram testados 3 acessos de mamoeiro previamente selecionados: a 

espécie silvestre V. quercifolia, o CMF 011 do grupo Formosa (em estudos com o 

BAG da Embrapa Mandioca e Fruticultura foi selecionado como genótipo tolerante 

ao PRSV-P) e a cultivar Aliança do grupo Solo como susceptível (Tabela 1). O 

critério adotado para seleção destes acessos foi a incidência do PRSV sob infecção 

natural em campo. 

 

Tabela 1. Acesso de Caricaceas provenientes do banco ativo de germoplasma do 
mamoeiro da Embrapa mandioca e fruticultura, inoculadas com PRSV - P em 
casa de vegetação no município de Cruz das Almas/ BA, para avaliação de 
resistência a mancha anelar em mamoeiro.  

Acesso Espécie Nome comum Origem 

CMF 011 Carica papaya L. DCG440-3 Costa 

Rica 

CMF 248 Carica papaya L. ‘Aliança’ Brasil 

CMF 259 Vasconcellea quercifolia A.St. Hil Mamãozinho do mato Brasil 

(coleta) 

 
2.2 Inoculação e avaliação da sintomatologia da doença 

 
Foram semeadas duas sementes de cada acesso em sacos plásticos de 

polietileno com capacidade de 15 x 25 x 0,006 cm, contendo substrato composto 

de terra e esterco bovino curtido. Um mês após a semeadura foi feito o desbaste 

deixando uma planta por saco. Após dois meses da semeadura, quando as plantas 

apresentaram 3-4 folhas, foram realizadas duas inoculações em dez plantas de 
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cada acesso, com intervalo de 15 dias, utilizando um isolado de PRSV-P coletado 

na região. Três plantas de cada acesso foram utilizadas como controle, sendo uma 

como controle tampão mais o abrasivo e duas como controle negativo. 

O isolado foi preparado utilizando o tampão fosfato de sódio a 0,02 M, pH 

7,0, contendo 0,02 M de sulfito de sódio. Como abrasivo foi utilizado o celite, sendo 

adicionados 0,4 g ao macerado. As amostras foram maceradas na diluição 2/20 

(p/v) e as plantas foram inoculadas mecanicamente com o pistilo de um almofariz, 

sendo em seguida lavadas para retirar o excesso (STEVENS, 1997).  

As plantas foram mantidas em casa de vegetação e avaliadas quanto aos 

sintomas apresentados a cada sete dias, e estas avaliações seguiram durante dois 

meses. Sendo avaliado a presença de sintomas típicos da doença na haste e 

folhas, de acordo com o descrito por Filho et al. (2000). Para isso, foi necessário a 

utilização da escala de classificação de severidade dos sintomas (ALVIAR; CRUZ; 

HAUTEA, 2012) (Tabela 2 e Figura 1). 

 

Tabela 2. Escala de classificação de severidade dos sintomas para avaliação da 
resistência do vírus da mancha anelar em acessos de mamoeiro adaptada de 
Alviar, Cruz e Hautea, 2012.  

Escala de classificação Descrição dos sintomas  

1 Sem sintomas 
3 Mosqueado 
5 Mosaico 
7 Mosaico e deformação foliar 

9 
Mosaico, deformação foliar, fio de 

sapato e/ou estrias oleosas na 
haste 

 
Figura 1. Sintomas característicos de mancha anelar observados em mudas de 
mamoeiro em casa de vegetação de acordo com a escala de severidade.  
Nota 1: ausência de sintomas. Nota 3: mosqueado nas folhas. Nota 5: mosaico. 
Nota 7. Mosaico e deformação foliar, Nota 9: mosaico, deformação foliar, fio de 
sapato e/ou estrias oleosas nas hastes. 

 

 

 

 

 

Fonte: ALVIAR; CRUZ; HAUTEA, 2012. 

 

 

 

1 7 9 3 5 
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2.3 Análise de dados  

 
Para realizar a análise de variância os dados de severidade foram 

transformados a porcentagem de severidade dos sintomas da doença (Tabela 1) e 

as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os dados de 

severidade da doença foram avaliados com auxílio do pacote AgroR do software R 

vesão 4.3 (R CORE, TEAM 2022). 

A incidência da doença (I%) foi determinada pela formula: 

 

(I%) = (n1/Nj) * 100                                                                                   (Eq. 1) 

 

Em que: 

n1= número de plantas doentes no momento da observação;  

Nj= número total de avaliações realizadas. 

As notas obtidas para as plantas de cada acesso foram transformadas para 

índice de doença (ID), conforme a seguinte fórmula proposta por Mckinney (1923): 

 

ID (%) = Σ (N x Nºn) x 100: Nºt x Nmax                                                     (Eq. 2) 

 

Em que: 

ID = Índice de doença em %; 

N = nota obtida por cada planta; 

Nº n = número de plantas com aquela nota; 

Nº t = número total de plantas avaliadas; 

Nmax = nota máxima da escala utilizada. 

 
O índice de doença para o PRSV-P foi calculado com base na incidência de 

infecção e severidade dos sintomas. Os acessos foram classificados em altamente 

resistente (ID 0-25%), moderadamente resistente (ID 26-50%), moderadamente 

suscetível (ID 51-75%) e altamente suscetível (ID 76-100%). 

Os dados de íncidência e índices da doença foram analisados por meio de 

regressão linear segmentada com platô utilizando o pacote segmented (MUGGEO, 

2008) do software R versão 4.3 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2022). 

Considerando um único ponto de quebra o modelo segmentado é descrito conforme 
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a seguir: 

(θ):𝑦 = 𝛽0 + 𝛽1𝑥, 𝑥 ≤ 𝜃 

 

𝑦 = 𝛽0 + 𝛽2𝑥 + 𝜃(𝛽1−𝛽2), 𝑥 > 𝜃 

 (Eq. 3) 

Se a covariável, x, é menor ou igual ao ponto de quebra θ,  o modelo apresenta 

uma reta representada por 𝛽0 + 𝛽1𝑥. Se a covariável for maior que θ, o modelo 

apresenta uma nova retal descrita por 𝛽0 + 𝛽2𝑥 + 𝜃(𝛽1−𝛽2, iniciando no ponto de 

quebra e com uma nova inclinação. 

O grau de ajuste do modelo segmetando foi avaliado pelo coeficiente de 

determinação (R2) e pelo erro padrão residual (RSE).  

O RSE mensura o valor padrão pelo qual o valor observado difere do valor 

estimado pela regressão, sendo obtido pela expressão: 

𝑅𝑆𝐸 = √
(𝑦 − Ŷ)2

𝑛 − 2
 

 (Eq.4) 

Em que: 

𝑦 = valor observado;  

Ŷ: valor estimado;  

n= número de amostras. 

Os valores de severidade da doença foram utilizados para obtenção da área 

abaixo da curva de progresso da doença (AACPD), de acordo com a fórmula 

proposta por Madden et al. (2007): 

𝐴𝐴𝐶𝑃𝐷 =  ∑𝑛−1
𝑖=1 [(

(𝑥𝑖+1+ 𝑥𝑖)

2
) (𝑡𝑖+1 −  𝑡𝑖)]                                                        (Eq. 5) 

 

Em que: 

n = número de avaliações;  

Y=índice de doença;  

T= tempo de avaliação.  

 

2.4 Teste ELISA indireto ("Enzime linked immunosorbent assay") 

 
Para o ELISA, foram coletadas uma folha do ápice das plantas, maceradas na 
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proporção de aproximadamente 0,7 g de tecido foliar fresco e 1/5 (p/v) de tampão 

carbonato + 1% de PVP. Foram utilizadas amostras de plantas sadias, sem 

inoculação, como controle negativo, e amostras de plantas inoculadas com o 

isolado PRSV-P, como controle positivo. Após a reação enzimática, a intensidade 

de coloração foi medida em leitora de microplacas (ELISA) LMR – 96 a 405 nm. Foi 

utilizado um antissoro para o PRSV cedido por José Albergio Lima da Univesidade 

Federal do Ceará, e o antissoro conjugado foi o Goat-antirabbit conjugado com 

fosfatase alcalina (ALMEIDA; LIMA, 2001). 

Na interpretação dos resultados foram utilizados critérios estabelecidos pelo 

Laboratório de Virologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, que utiliza um padrão 

pré-estabelecido para determinar se uma amostra é positiva ou negativa para o 

antígeno alvo. Esse padrão é baseado em valores de corte (cut-off) que indicam o 

limite entre resultados positivos e negativos.  

Após a reação entre a amostra e o antígeno, foi realizada a leitura da 

absorbância óptica. Essa absorbância foi comparada com o valor de corte 

estabelecido previamente. O valor de corte foi calculado a partir da média de duas 

leituras do controle negativo (amostras que não continham o PRSV – P) acrescido 

de um fator de desvio – padrão multiplicado por um coeficiente específico, conforme 

a seguinte fórmula:   

Controle negativo = a + b = c / 2 = média     

(Eq. 6) 

Média x 2 = valor de corte 

 

Em que:  

a: primeira leitura do controle negativo; 

b: segunda leitura do controle negativo; 

c: soma das leituras;  

 

Dessa forma, se a absorbância da amostra for maior do que o valor de corte, 

ela será considerada positiva para o PRSV - P. Por outro lado, se a absorbância for 

igual ou menor que o valor de corte, a amostra será considerada negativa. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Os resultados apresentados na Figura 2 revelaram evolução da incidência do 

Papaya ringspot virus (PRSV – P), a mancha anelar, na cultivar Aliança ao longo 

do período de avaliação (83 dias). A cv. Aliança apresentou um aumento 

progressivo e significativo na incidência da doença, alcançando 99,99% após 76 

dias de inoculação (DAI) e mantendo-se nesse nível até o final das avaliações. Esse 

resultado indica que a cultivar é altamente suscetível ao PRSV – P. Um dos fatores 

que pode ter contribuído para essa suscetibilidade é a compatibilidade entre o 

patógeno e a planta hospedeira que pode ser determinada pela presença de 

proteínas do patógeno que são capazes de suprimir ou contornar as defesas da 

planta, permitindo que o patógeno se estabeleça e se multiplique (CHISHOLM et 

al., 2006; RHODEN et al., 2019). Nesse contexto, o PRSV – P é um vírus que afeta 

mamoeiro, e a cultivar Aliança parece ser altamente compatível com esse vírus, 

permitindo sua fácil invasão e disseminação na planta.  

Além do mais, a suscetibilidade de uma planta a um patógeno também pode 

estar relacionada à resposta imunológica da planta. De acordo com Fernandes et 

al. (2009), as plantas possuem sistemas de defesa naturais que podem reconhecer 

a presença de patógenos e desencadear uma série de respostas para combatê-los. 

No entanto, em algumas cultivares, esses sistemas de defesa podem ser menos 

eficientes, permitindo uma maior replicação e disseminação do vírus.   

Com base nos resultados obtidos, o acesso CMF011 demonstrou 

suscetibilidade ao vírus nos primeiros dias após a inoculação, embora em menor 

intensidade em comparação com a cultivar Aliança. A incidência da doença variou 

de 13,33% a 55,55% nos primeiros 34 dias após a inoculação, conforme ilustrado 

na Figura 2. No entanto, ao longo do período de avaliação, a incidência da doença 

apresentou uma variação de 21,11% a 42,22%, atingindo o valor de 34,44% no final 

da avaliação. Esse resultado sugere que o CMF011 possui baixa suscetibilidade ao 

vírus e menor avanço na intensidade dos sintomas do que a cultivar Aliança. Essa 

menor suscetibilidade pode estar atribuída a uma provável adaptação às raças 

PRSV-P (RODRIGUEZ et al., 2013)  e pode indicar uma possível interação entre a 

planta e o vírus. 

Existem algumas possíveis explicações para esses resultados. Primeiramente, 

a diferença na suscetibilidade entre os dois acessos mencionados anteriormente 
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pode estar relacionada a fatores genéticos. Cada acesso possui uma composição 

genética única, resultante de suas caractéristicas hereditárias e histórico de 

cruzamentos, o que pode influenciar sua capacidade de resistir ou tolerar a infecção 

pelo vírus (NELSON et al., 2018). 

Além disso, outros fatores como a resposta imunológica das plantas e sua 

capacidade de ativar mecanismos de defesa também podem desempenhar um 

papel importante na suscetibilidade à doença. A eficácia desses mecanismos de 

defesa pode variar entre espécies de plantas e também genótipos dentro da mesma 

espécie. Algumas espécies podem ter mecanismos de defesa mais eficazes, como 

a produção de susbstâncias antimicrobianas ou a ativação de respostas de defesa 

celular, o que pode contribuir para uma menor incidência da doença (DODS et al., 

2010; CUI; TSUDA; PARKER, 2015; JONES; VANCE; DANGL, 2016). 

Barreto et al. (2002), conduziram um estudo para avaliar a resposta de 

diferentes genótipos de mamoeiro à infecção natural pelo PRSV - P. Os autores 

observaram níveis variados de suscetibilidade entre os genótipos, alguns 

apresentaram alta incidência e severidade da doença, enquanto outros foram 

menos afetados, exibindo menor incidência e severidade dos sintomas. 

O estudo também destacou a presença de genótipos que exibiram uma 

resposta de resistência moderada, caracterizada pela incidência da doença, porém 

com sintomas mais leves e menor disseminação do vírus. Essa informação é 

consistente com os resultados encontrados no acesso CMF 011 no presente estudo 

(Figura 2). 

 

Figura 2. Severidade do PRSV – P, o vírus da mancha anelar, em dois acessos 
de mamoeiro (Carica papaya L.) e na espécie Vasconcellea quercifolia após 
inoculação mecanica e mantidos em casa de vegetação. 
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Para a V. quercifolia os resultados revelaram que a espécie mostrou-se 

resistente ao PRSV-P, não apresentando nenhuma severidade da doença durante 

o período de avaliação (Figura 2). Essa resistência pode estar relacionada a 

mecanismos de defesa presentes na espécie, como a presença de genes de 

resistência ou a capacidade de ativar respostas imunológicas eficentes contra o 

vírus (FERNANDES et al., 2009).  

De acordo com Nicaise (2014), a presença de genes de resistência é um dos 

principais mecanismos pelos quais as plantas podem combater patógenos, 

incluindo vírus. Esses genes podem codificar proteínas que reconhecem 

componentes do vírus ou interferem em sua replicação, resultando em uma 

resposta de defesa eficaz. Seguindo esse raciocínio, os genes de resistência da V. 

quercifolia podem ter proporcionado defesa contra o PRSV – P, bloqueando a sua 

entrada e disseminação na planta.   

Além disso, as plantas possuem a capacidade de desencadear respostas 

imunológicas como uma forma de defesa contra patógenos, incluindo vírus. As 

plantas também são capazes de produzir moléculas antimicrobianas, como 

proteínas e compostos químicos, que têm a capacidade de inibir o crescimento e a 

disseminação do vírus (JONES; DANGL, 2006).  

Diante disso, é possível inferir que, neste estudo, a V. quercifolia não 

apresentou nenhuma incidência da doença devido à ativação de resposta 

imunológicas eficazes.  Essas respostas podem ter incluído a produção de 

hormônios de defesa que desencadearam uma resposta celular coordenada contra 

o vírus, bem como a síntese de moléculas antimicrobianas (FERNANDES et al., 

2009) que foram capazes de inibir o crescimento e a disseminação do PRSV – P . 

Esses mecanismos de defesa podem ter se originado e evoluído ao longo do tempo, 

levando a resistência da espécie.  

Para avaliações dos sintomas, foi utilizada a escala de classificação de 

severidade para avaliar o desenvolvimento e a progressão dos sintomas nas 

plantas. Essa escala foi aplicada de acordo com o padrão de desenvolvimento dos 

sintomas e foi considerada consistente na variedade suscetível ‘Aliança’. Os 

acessos de mamoeiro foram avaliados em relação à sua resposta à infecção pelo 

PRSV-P, utilizando a cultivar Aliança como testemunha. As plantas utilizadas como 

controle permaneceram assintomáticas durante todo período de avaliação (Figura 

3). 
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Os primeiros sintomas detectados no acesso CMF 011 e na cultivar Aliança 

foram clareamento das nervuras, mosqueado e mosaico. O mesmo foi observado 

por Alviar, Cruz e Hautea (2012). Mas, algumas plantas da cultivar Aliança 

apresentaram formação de bolhas de cor verde intensa nas folhas e muita distorção 

foliar (Figura 2 d) atingindo a nota máxima (9) da escala utilizada.  

Ao avaliarem a resistência de diferentes genótipos do grupo Solo ao PRSV - P, 

Rodríguez et al. (2011), não observaram sintomas severos. Isso pode estar 

atribuído à possível infecção por raças específicas do vírus PRSV-P, que são 

responsáveis por sintomas foliares mais intensos. Além disso, a temperatura 

desempenha um papel crucial no desenvolvimento da doença. De acordo com 

Cabrera, Cruz e Porta (2010), a acumulação viral e a expressão dos sintomas 

atingem o máximo em temperaturas oscilantes entre 26°C e 31°C. Essa observação 

pode ser atribuída à supressão do mecanismo de silenciamento de RNA regulado 

pela defesa da planta, como mencionado por Mangrauthia et al. (2009), o qual pode 

ser facilmente afetado por variações na temperatura ambiente. 

É importante ressaltar que este estudo foi conduzido em casa de vegetação 

sem controle adequado de temperatura e umidade, e as avaliações tiveram início 

em dezembro, período em que a temperatura oscila entre 23°C e 30°C em Cruz 

das Almas/BA. Essas condições ambientais podem ter afetado a resposta de 

defesa das plantas, permitindo uma maior replicação do vírus e a expressão de 

sintomas mais acentuados. Portanto, é possível inferir que as diferenças nos 

resultados obtidos entre o estudo de Rodríguez et al. (2011) e os resultados 

mencionados neste trabalho podem estar atribuídas à presença de raças distintas 

do vírus PRSV-P, bem como às variações nas condições ambientais, 

especialmente a temperatura, que desempenha um papel significativo na 

progressão da doença. 
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Figura 3. Sintomas característicos de mancha anelar nas folhas da cultivar 
Aliança pertencente ao BAG de mamoeiro da Embrapa mandioca e fruticultura 
após 83 dias de avaliação. (a) Folha sadia (controle);  (b) Mosqueado e 
clareamento das nervuras; (c) Mosaico e inicio da deformação foliar; (d) 
Deformação foliar. 

 

Autora: Juliana da Silva Lopes Pereira 
 

O acesso CMF011 apresentou pouca distorção foliar. O material vegetal 

analisado apresenta uma forma foliar distinta daquela geralmente encontrada nos 

acessos de C. papaya e pertence ao grupo heterótico Formosa.  

Na Figura 4, é possível observar a evolução dos sintomas de mancha anelar no 

acesso. O primeiro sintoma do PRSV é o clareamento das nervuras, à medida que 

a doença progredia as plantas do acesso CMF011 começaram a apresentar 

mosqueado com clareamento das nervuras, mosaico e leve distorção nas folhas 

que não chegava a comprometer toda a área foliar. O mosaico era mais tênue e 

não acometia todas as folhas da planta. 
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Figura 4. Sintomas característicos de mancha anelar nas folhas do acesso 
CMF011 pertencente ao BAG de mamoeiro da Embrapa mandioca e fruticultura 
após 83 dias de avaliação. (a) Folha sadia  (controle);  (b) Mosqueado e 
clareamento das nervuras; (c) Mosaico e inicio da deformação foliar; (d) 
Deformação foliar. 

 
Autora: Juliana da Silva Lopes Pereira 

 

Neste estudo, observou-se que a espécie V. quercifolia não apresentou nenhum 

sintoma relacionado à infecção pelo vírus da mancha anelar (Figura 5). Ao contrário 

dos outros acessos estudados, nos quais foram observados sintomas de forma 

crescente ao longo do período de avaliação, a V. quercifolia permaneceu livre de 

qualquer manifestação da doença. Isso indica uma notável resistência da espécie 

ao vírus, pois mesmo sob condições propícias para o desenvolvimento da doença, 

a espécie não apresentou sinais de infecção. Esses resultados sugerem a presença 

de mecanismos de defesa eficientes na espécie, que podem estar relacionados à 

ativação de respostas de defesa capazes de combater o vírus e proteger a planta 

contra a infecção e o surgimento de sintomas. 
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Figura 5. Folhas de Vasconcellea quercifolia sem sintomas do vírus PRSV – P. 
(a) Folha sadia (controle); (b), (c) e (d) Folhas sem sintomas do vírus aos 83 dias 
após inoculação. 

 

Autora: Juliana da Silva Lopes Pereira 

 

Além da severidade, a incidencia da doença é um método de quantificação mais 

usual devido a sua rapidez e facilidade. A Figura 6 mostra a análise da incidência 

e índice da doença PRSV avaliados em três acessos de mamoeiro (CMF011, 

‘Aliança’, Vasconcellea quercifolia). 

 

Figura 6.  Regressão linear segmentada para análise da incidência e índice da 
doença PRSV avaliados em três acessos de mamoeiro (CMF011, Aliança, 
Vasconcellea quercifolia). Os valores representam a relação entre os valores 
preditos pelo modelo (linha azul) e os valores observados. R2= coeficiente de 
determinação; RSE: erro padrão residual. 
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A incidência da doença estimada no acessos de C. papaya mostra que 34 dias 

após a inoculação há aumento da infecção das plantas pelo virus com menor 

incidência do acesso CMF011 em relação à cultivar Aliança que mostrou-se 

altamente suscetivel (Figura 6). O modelo de regressão segmentada apresentou 

perfeito ajuste para os valores de severidade da cv. Aliança (R2=1) indicando que 

a severidade apresenta um incremento linear entre 20 e 27 dias após a inoculação 

e depois uma estabilização (platô) com 100% das plantas infectadas pelo virus. 

Para o acesso CMF011 o modelo apresentou R2=0,53 e RSE= 17,87 indicando 

baixo grau de ajuste.  

Em relação ao índice de doença a cultivar Aliança apresentou um incremento 

linear apresentando maiores valores em comparação ao acesso CMF011 e 

excelente grau de ajuste do modelo segmentado (R2=0,98). De acordo com os 

valores do índice de doença o acesso CMF011 mostra certa tolerância ao virus com 

valores inferiores à cultivar aliança classificada como altamente suscetível, 

mostrando o potencial desse acesso para uso no melhoramento genético do 

mamoeiro visando produção de cultivares com certo grau de tolerância ao virus. 

A ausência da doença nas avaliações realizadas e mensurada em termos de 

incidência (0) e índice de doença (0) confirmam a resistência do acesso V. 

quercifiolia ao virus do mosaico do mamoeiro. 

Os maiores valores de AACPD foram observados nas cultivares Aliança e CMF 

011, indicando uma maior incidência e progressão da doença nessas plantas ao 

longo do período de avaliação (Figura 7). Por outro lado, a V. quercifolia não 

apresentou nenhum  AACPD, o que significa que a espécie permaneceu 

completamente livre da doença, sem qualquer sinal de infecção ou 

desenvolvimento dos sintomas da mancha anelar.  
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Figura 7. Média da área abaixo da curva de progresso da doença em dois 
acessos de Carica papaya (CMF011 e ‘Aliança’) e Vasconcellea quercifolia aos 83 
dias de avaliação após inoculação mecânica com isolado do PRSV-P e mantidas 
em casa de vegetação. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Na literatura, existem diversos estudos que investigaram a resistência de 

diferentes acessos de mamão à mancha anelar. Um exemplo relevante é o estudo 

conduzido por Rodriguez et al. (2013), no qual foi observada uma variação 

significativa na resistência entre os acessos de mamão cubano. Os resultados 

indicaram que alguns acessos apresentaram alta resistência, com ausência de 

sintomas ou baixa severidade da doença, enquanto outros foram considerados 

altamente suscetíveis. Filho et al. (2022), avaliaram a resistência de mamoeiros 

transgênicos à mancha anelar e observaram que os mamoeiros trangênicos 

apresentaram uma alta resistência ao PRSV – P. Eles exibiram uma redução 

significativa na incidência da doença e na severidade do sintomas em comparação 

com os mamoeiros convencionais.  

Esses estudos são de grande importância para a cultura do mamoeiro, pois 

fornecem informações que podem contribuir para o desenvolvimento de cultivares 

resistentes que podem aumentar a resistência e a produtividade das lavouras de 

mamão.  

Os resultados apresentados na Tabela 3 referem – se ao teste ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) realizado nos três acessos estudados. Através dos 
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resultados foi possível observar os valores de média obtidos para cada acesso, 

juntamente com o valor de corte (controle negativo). 

 

Tabela 3. Médias das leituras do teste Elisa indireto dos acessos V. quercifolia, 
CMF 011 e ‘Aliança’ aos 83 dias de avaliação aós inoculação mecanica com 
isolados de PRSV - P e mantidas em casa de vegetação. Valor de corte 
representa a média do controle negativo.Valores acima do valor de corte (0,013) e 
desde acima de 0,100 são positivos. 

Valores acima do valor de corte (0,013) e desde acima de 0,100 são positivos . 

 

Os valores de média representam a intensidade da reação detectada no teste 

ELISA, que pode ser um indicativo da quantidade do antígeno PRSV – P presentes 

nas amostras. A média foi calculada a partir de triplicatas das amostras, fornecendo 

uma medida geral da reatividade dos acessos em relação ao PRSV - P. 

Para a interpretação dos resultados do teste foi estabelecido valor de corte, para 

determinar a amostra positiva e negativa para o PRSV - P. O valor de corte foi 

calculado a partir da média das leituras do controle negativo (amostras que não 

continham o PRSV – P) acrescido de um fator de desvio – padrão multiplicado por 

um coeficiente específico. 

Controle negativo: 0,000 + 0,013 = 0,013 / 2 = 0,0065 (média). 

0,0065 x 2 =  0,013 . 

Logo, valores acima desse valor e desde que acima de 0,100 são considerados 

positivos. 

 

Acessos 
 

 

Valor de corte 

 

ELISA 

 

Média 

 

V. quercifolia 
 

 

 

 

 

0,013 

 

 

0,028 

 

- 

 

CMF 011 
 

 

0,266 

 

+ 

 

‘Aliança’ 
 

 

0,361 

 

+ 
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Para os acessos CMF 011 e Aliança, as médias obtidas foram de 0,266 e 0,361, 

respectivamente, indicando reações de intensidade relativamente alta. Esses 

valores são também maiores do que o valor de corte (controle), indicando que a 

quantidade do antígeno foi maior nesses acessos em comparação com o controle. 

Para a V. quercifolia, a média obtida foi de 0,028. O sinal “-“ indica que esse 

valor está abaixo do valor de corte estabelecido, indicando uma baixa reatividade 

em relação ao PRSV – P. Isso pode sugerir uma menor presença ou quantidade do 

vírus em comparação ao controle.   

No contexto do PRSV-P, uma baixa reatividade do acesso V. quercifolia sugere 

uma menor presença ou quantidade do vírus. Isso pode indicar que a espécie 

possui uma menor suscetibilidade ao vírus ou que possui mecanismos de 

resistência que limitam a replicação e disseminação do PRSV-P. 

Segundo Fajardo e Nickel (2015), o resultado do ELISA é determinado por uma 

reação enzimática da fosfatase alcalina conjugada ao anticorpo atuando sobre um 

substrato específico. A avaliação é realizada pela leitura da absorbância em uma 

leitora de placas em que poços que receberam amostras infectadas desenvolvem 

cor amarelada. As amostras são consideradas positivas quando o valor da sua 

leitura for pelo menos duas vezes superior àquele do extrato da planta sadia, 

utilizado como controle negativo. Este método apresenta como vantagens: rapidez 

pois pode ser obtido em até 72 horas e poder ser utilizado para a avaliação de um 

grande número de amostras. As limitações do teste ELISA residem no fato de não 

haver anticorpos produzidos comercialmente para a identificação de todos os vírus 

que infectam as espécies e seus genótipos. 

É importante ressaltar que a interpretação dos resultados do teste ELISA deve 

levar em consideração outros fatores, como a fase de desenvolvimento da planta, 

a quantidade de material vegetal analisado e as características genéticas. Esses 

fatores podem influenciar na intensidade da reação e nos níveis de detecção do 

antígeno. 
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4. CONCLUSÕES 

 
Foi possível observar diferentes níveis de resistência à mancha anelar dentre 

os três acessos avaliados.  

O acesso CMF011 foi considerado moderadamente resistente ao PRSV-P e 

pode ser utilizado no programa de melhoramento visando resistencia a doenças da 

Embrapa Mandioca e Fruticultura. 

A espécie Vasconcellea quercifolia foi considerada resistente à mancha anelar 

pois não apresentou sintomas da doença durante os 83 dias de avaliação e não 

obteve valor de AACPD. O teste de Elisa indicou que V.quercifolia mostrou baixa 

reatividade em relação ao PRSV – P sugerindo que a espécie possui mecanismos 

de resistência que limitam a replicação e disseminação do PRSV-P. A confirmação 

da resistencia da espécie Vasconcella quercifolia ao vírus da mancha anelar 

possibilita seu uso para introgressão desses genes em Carica papaya L. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A conservação do germoplasma do mamoeiro tem um papel importante na 

garantia da segurança alimentar, na adaptação às mudanças climáticas e no 

desenvolvimento de variedades resistentes a pragas/doenças. Uma coleção de 

germoplasma de uma espécie deve conservar além de acessos representantes da 

forma cultivada, também acessos de espécies silvestres e dessa forma garantir a 

manutenção da variabilidade genética da cultura. Portanto, a conservação de 

germoplasma deve objetivar seu uso futuro e ser realizada de forma eficiente com 

técnicas adequadas. 

Este trabalho foi idealizado com o intuito de estabelecer um protocolo de 

criopreservação do polén de V. quercifolia e avaliar a resistência dessa espécie e 

de acessos de mamoeiro do BAG da Embrapa Mandioca e Fruticultura em relação 

ao Papaya ringspot vírus (PRSV-P) causador da mancha anelar. 

Foi obtido um protocolo eficiente para a criopreservação da espécie silvestre 

mostrando que não há perda na capacidade germinativa e nem no comprimento do 

tubo polínico após conservação em nitrogênio líquido. Foi possível confirmar a 

resistência de V.quercifolia cultivada no BAG de mamoeiro da Embrapa mandioca 

e fruticultura ao vírus da mancha anelar além de, concluir que um acesso de C. 

papaya (CMF011) pertencente ao BAG possui resistência moderada a esse vírus. 

Esses resultados indicam que V.quercifolia possui alto potencial para ser explorada 

em programas de melhoramento genético e conservação do germoplasma. 

No entanto, há necessidade de outros estudos na espécie como contagem 

no número de óvulos, caracterização citogenética, contagem do número de grãos 

de pólen, conservação do polén da espécie a curto prazo, estudos de herança da 

resistência do PRSV-P , análise de barreiras reprodutivas em cruzamentos entre 

V.quercifolia x C.papaya L.  

Espera-se continuar com a pesquisa para definir um protocolo de criobanco 

de polén para caricáceas e estudo de barreiras reprodutivas em cruzamentos 

intergenéricos em mamoeiro. 
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