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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ACESSOS DE MAMOEIRO COM
O USO DE MARCADORES MICROSSATELITES

Autora: Edneide Luciana Santiago Matos
Orientador: Dr. Jorge Luiz Loyola Dantas
Co-Orientador: Dr. Eder Jorge de Oliveira

RESUMO: O mamoeiro é uma fruteira encontrada em quase todos os paises da
America Tropical, sendo o Brasil classificado como principal produtor mundial da
fruta, participando com 25% do mercado mundial. O objetivo do trabalho foi
avaliar 96 acessos de mamoeiros provenientes do Banco Ativo de Germoplasma
de Mamédo (BAG-Maméao), da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical
(CNPMF), por meio da caracterizagdo molecular com o uso de marcadores
microssatélites. Para a extracdo do DNA gendmico foi aplicado o método de
Doyle & Doyle com algumas modificagcbes. Foram selecionados 15 iniciadores
polimdrficos. Para a técnica de microssatélites, os fragmentos de DNA gerados
com cada iniciador foram avaliados em géis de agarose 1000 a 3%, corados com
brometo de etidio ou em géis desnaturantes de poliacrilamida 6%, corados com
nitrato de prata. O peso molecular dos locos polimorficos foi determinado por
comparacao com um padrédo de peso molecular de 50 pb (New England Biolabs).
Os acessos foram avaliados quanto as frequéncias alélicas, a heterozigosidade, o
conteudo informativo de polimorfismo (PIC), o coeficiente de endogamia e quanto
a estruturacdo da diversidade genética. Os 15 pares de iniciadores amplificaram
68 alelos. A média do nuamero de alelos por loco (Na) foi 4,5. O PIC apresentou
valores variando de 0,189 a 0,691 sendo o maior valor encontrado para o iniciador
CP16. Para todos os locos de microssatélites selecionados a heterozigosidade
observada (Ho) foi menor que a esperada (Hg). O alto indice médio de endogamia
estimado (0,672) e o excesso de homozigotos detectados indicam a existéncia de
endogamia entre os acessos analisados. A andlise da estruturacdo genética a
partir do dendograma gerado pela matriz de distancia genética permitiu a
formacdo de 23 grupos, evidenciando a divergéncia genética dos genotipos e
potencialidades para aumentar a variabilidade genética por meio do

desenvolvimento de novas variedades.

Palavras-chave:  Carica papaya L., polimorfismo, recursos genéticos



MOLECULAR CHARACTERIZATION OF PAPAYA ACCESSIONS USI NG
MICROSATELLITES MARKERS

Author: Edneide Luciana Santiago Matos
Adviser: Dr. Jorge Luiz Loyola Dantas
Co-Adviser: Dr. Eder Jorge de Oliveira

ABSTRACT: The papaya tree is found in almost every country of tropical America
and Brazil is ranked as the world's leading producer, contributing with 25% of the
market. The objective of this study was to evaluate 96 papaya accessions from the
Papaya Active Germplasm Bank (Papaya-AGB) of Embrapa Cassava and Tropical
Fruits (CNPMF) by molecular characterization using microsatellites markers. For
genomic DNA extraction the Doyle & Doyle method with some modifications was
used. Fifteen polymorphic primer pairs were selected. DNA fragments generated
with each microsatellite primer pair were separated in 1000-3% agarose gels
stained with ethidium bromide and in 6% polyacrylamide denaturating gels stained
with silver nitrate. The size of the polymorphic loci was determined by comparison
with the 50-bp mass ruler. The accessions were evaluated for allele frequencies,
heterozygosity, polymorphism information content (PIC), inbreeding index and
structure of genetic diversity. The 15 primer pairs amplified 68 alleles. The mean
number of alleles per locus (NA) was 4.5. The PIC values ranged from 0.189 to
0.691 with the highest value found for primer CP16. The observed heterozygosity
(Ho) was lower than the expected heterozygosity (HE), for all selected
microsatellites loci. The high estimate of inbreeding index (0.672) and excess of
homozygotes detected, indicate the presence of inbreeding among the accessions
analyzed. The genetic structure inferred from the dendrogram generated with the
genetic distance matrix showed 23 groups, what confirms the genetic divergence
of the genotypes and the potential to increase genetic variability by developing

new varieties.

Keywords: Carica papaya L., polymorphism, genetic resources.



INTRODUCAO

Aspectos botéanicos e origem

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma planta herbacea, nativa da América
tropical pertencente a classe Dicotiledénea, subclasse Archiclamydeae, ordem
Violales, familia Caricaceae. Até recentemente, a familia Caricaceae compreendia
31 espécies distribuidas em trés géneros da América tropical, Carica, Jacaratia e
Jarilla, e um quarto género, Cylicomorpha, da Africa equatorial (NAKASONE;
PAULL, 1998). Contudo, uma revisdo taxonbmica mais recente propde que
algumas espécies classificadas no género Carica sejam inseridas no género
Vasconcellea (BADILLO, 2001). Dessa forma, a classificacdo da familia
Caricaceae tem sido revisada para abranger o género africano Cylicomorpha e
cinco géneros das Américas do Sul e Central (Carica, Jacaratia, Jarilla,
Vasconcellea e Horovitzia), com Carica papaya L. sendo a Unica espécie dentro
do género Carica (BADILLO, 2001). A criacdo dos géneros da familia Caricaceae
pode ser assim resumida:

Carica: foi o primeiro género a ser criado com base na descricdo de C.
papaya feita por Linnaeus, em 1753. E dipléide com 2n=2x=18, ou seja, possui
namero béasico de cromossomos hapléides ou genoma n=9 (STOREY, 1941).
Compreendia a grande maioria das espécies de Caricaceae, porém, atualmente &
considerado um género monoespecifico.

Jarilla: criado em 1832 com o nome de Mocinna, teve seu nome
substituido em 1921 por Jarilla. O México é considerado seu centro de origem,
embora algumas espécies sejam encontradas também na Guatemala. A
caracteristica que o diferencia dos demais géneros da espécie € a presenca de
anteras de uma s6 teca em uma série superior de estames (BADILLO, 1971).

Vasconcellea: foi criado por St. Hilaire em 1837, como um género da
familia Caricaceae. Esta classificagdo foi mantida até 1889, quando Solms, em



sua obra Flora Brasiliensis, voltou a utlizar Carica em sentido amplo,
considerando-a uma espécie do género Carica. Todavia, em nova reclassificagdo
efetuada por Badilo (2000), com base em caracteres morfolégicos, taxonémicos e
moleculares, voltou a constituir-se em um género da familia Caricaceae, sendo o
maior género dentro da familia Caricaceae, compreendendo 21 espécies
(BADILLO, 2000, 2001).

Jacaratia: criado por De Candolle em 1864. Tem como centro de origem a
América do Sul e é formado por sete espécies arbdéreas. Possui ampla
distribuicdo, desde o México até o norte da Argentina. Segundo Badillo (1971),
apresenta como caracteristica a presenca de glandulas microscopicas na
epiderme adaxial das folhas.

Cylicomorpha: criada em 1901 por Urban. Género de origem africana,
formado por duas espécies (Cylicomorpha solmsii e C. parviflora). Estudos
recentes sugerem que este pode ser o tipo primitivo que teria originado os demais
géneros (OLSON, 2002; KYNDT et al., 2005).

Horovitzia: este é o mais recente género, criado por Badillo em 1993,
formado por uma unica espécie (H. cnidoscoloides) nativa do México.

Biologia floral

Devido a diversidade de formas florais que sdo observadas no campo, as
flores do mamoeiro tém sido classificadas de diferentes maneiras. Porém, podem
ser divididas, basicamente, em trés tipos bem diferenciados: flor hermafrodita, que
caracteriza as plantas hermafroditas; flor estaminada, que caracteriza plantas
masculinas; e flor pistilada, que caracteriza uma planta feminina tipica (MEDINA,
CORDEIRO, 1994).

De acordo com Hofmeyr (1939) e Storey (1941), podem ocorrer alteracdes
nos tipos florais, causadas principalmente por fatores genéticos e ambientais. A
amplitude dessa transicdo de sexos € dependente da variedade, idade da planta e
do ambiente (STOREY, 1941). A reversdo sexual ocorre principalmente no tipo
hermafrodita. Sua transicdo em direcdo as formas mais femininas é induzida por
condicbes favoraveis de crescimento, enquanto condigbes desfavoraveis,
incluindo o aumento de temperatura, fazem com que esta transi¢ao tenda para o
lado masculino (HOFMEYR, 1939; STOREY, 1941).



Segundo Couto e Nacif (1999) pode haver variacdes na flor hermafrodita
do mamoeiro quando estas sofrem estimulos externos, principalmente devido a
determinadas condi¢gdes ambientais. Dessa forma, podem ser encontradas nas
populacbes de plantas hermafroditas flores dos tipos carpeldide, pentandrica e
estéril.

A carpeloidia € um tipo de deformacéo floral provocada pela transformacéao
dos estames em carpelos durante o primeiro periodo de desenvolvimento da flor,
de modo que carpelos normais, juntamente com 0 ovario, SA0 Supressos em
varios graus de desenvolvimento, dando origem a frutos deformados, conhecidos
como “cara de gato”, e improprios para a comercializagcdo (COUTO; NACIF,
1999). De acordo com Awada e lkeda (1957), citados por Nakasone (1980),
condi¢cbes de alta umidade no solo, baixas temperaturas e excesso de nitrogénio
no solo favorecem a producao de frutos carpeldides, sendo a temperatura o fator
mais importante.

Na flor hermafrodita pentandrica as pétalas sdo soldadas e inseridas na
base do ovario. Ocorrem 5 estames em vez de 10, conforme observado na flor
hermafrodita tipica ou elongata, dai a denominacdo pentandrica. Os frutos
formados sdo arredondados, com cinco sulcos longitudinais profundos,
caracterizando-os de modo inconfundivel (COUTO; NACIF, 1999).

A flor hermafrodita estéril é resultante da influéncia de causas genéticas de
diferentes origens como mutacdes génicas, aberracbes cromossdmicas e
incompatibilidade em nivel génico ou cromossdémico entre 0s genomas parentais
de um determinado hibrido, bem como por influéncias de causas ambientais como
periodo de calor e estresse causados por umidade, dai ser conhecida como
esterilidade de verdo. Neste tipo floral o pistilo se apresenta atrofiado, tornando-se
nao funcional, sendo a flor, neste caso, considerada essencialmente masculina e
funcional, ou seja, ocorre a reversao do sexo de hermafrodita para masculina. Por
esse motivo ela ndo produz frutos, tornando- se assim, indesejavel. Arkle Junior e
Nakasone (1984) constataram que o inicio da esterilidade ocorre durante a fase
de diferenciacdo do ovario, geralmente seis a sete semanas antes da abertura
das flores.

Os diferentes formatos dos frutos do mamoeiro sédo determinados pelo
sexo das flores. Geralmente plantas masculinas ndo produzem frutos e quando o

fazem, estes ndo tem valor comercial. As plantas femininas produzem frutos de



formato arredondado ou ligeiramente ovalados, cuja cavidade interna € maior em
relacdo a espessura da polpa, o que os desvaloriza comercialmente. Os frutos
produzidos pelas plantas hermafroditas sdo considerados o tipo de fruto ideal
exigido pelos mercados interno e externo, por ter formato alongado apresentando
uma cavidade interna pequena em relacéo a polpa.

Segundo Dantas e Castro Neto (2000), a flor hermafrodita elongata € que
da origem ao fruto com valor comercial. Esse tipo de flor apresenta diametro
pequeno, sempre em racimos de pedunculos curtos, e corola gamopétala, com
tubo quase tdo longo quanto as pétalas. Os estames sdo em numero de dez,
todos funcionais, dispostos em duas séries no apice do tubo da corola, sendo
cinco alternados as pétalas e cinco opostos. O pistilo em geral tem cinco carpelos
e 0s ovarios alargados na base, com didmetro muito menor que o da flor pistilada.
O fruto possui formato alongado, com variacdes de piriforme a cilindrico, pequena
cavidade interna, sendo, portanto, ideais para os plantios comerciais.

Como a identificacdo do sexo das plantas s6 pode ser visualizada na
época do primeiro florescimento, 3 a 5 meses apds plantio, por meio dos botdes
florais, os produtores tém que triplicar o nUmero de mudas no campo visando
diminuir as possiveis perdas, o que termina, no entanto, por contribuir para o
encarecimento dos custos de producgédo, além de promover excessiva competicdo
entre plantas nas fases iniciais de seu desenvolvimento (ANDREANI Jr., 1998).

Atualmente é possivel identificar precocemente o sexo das plantas de
mamoeiro com o0 uso de marcadores moleculares. Oliveira et al. (2007), utilizaram
marcadores do tipo SCAR e RAPD na predi¢cdo do sexo de variedades do grupo
Solo e de hibridos do grupo Formosa, obtendo-se correta identificacdo do sexo
em ambos os grupos em relacdo ao marcador RAPD BC210. Esta identificacdo
sexual precoce, realizada por meio dos marcadores moleculares, revela grande
potencial para ser usada na selecdo assistida em gendtipos cultivados

comercialmente.

Expressao sexual

Os estudos em mamoeiro tém demonstrado que a expressao sexual nas
plantas esta sob controle genético, sendo um carater de heranca simples, ou seja,
monogénico, com trés formas alélicas. O mamoeiro possui trés tipos ou formas

sexuais tipicas: ginodica (plantas femininas), andrdicas (plantas masculinas) e



andromondica (plantas com inflorescéncias hermafroditas) (STOREY, 1953). Em
nivel de campo, estas formas sexuais sO sdo possiveis de serem distinguidas
durante o inicio do florescimento, quando as plantas apresentam de 3 a 5 meses
de idade.

O mamoeiro cultivado é do tipo gindico andromonaico (plantas femininas e
hermafroditas). Para a producdo de sementes, o cruzamento entre plantas
hermafroditas levar4 & obtencdo, na proxima geragcdo, de maior freqiéncia de
plantas hermafroditas (67%) em relacdo as femininas (33%), correspondendo a
uma proporcdo de 2:1. O cruzamento de plantas femininas com hermafroditas
elevara a freqiéncia de plantas femininas na geracdo seguinte para 50%, ou seja,
uma proporcao de 1:1 de hermafroditas para femininas.

Em seu estudo sobre a heranca do sexo, Storey (1953) mostrou que as
plantas femininas sdo geneticamente homozigotas para o alelo m e as plantas
masculinas e hermafroditas s&o heterozigotas para os alelos M; e My,
respectivamente, formando as combinacbes: mm (plantas femininas), Mim
(plantas masculinas) e Mom (plantas hermafroditas). O autor ainda relata em seu
estudo que as combinagbes M;M; e M;M, ndo existem porque s&o letais
zigoticos.

Segundo Martins e Costa (2003), o loco simplesmente herdado, na
realidade, representa um complexo de muitos genes fortemente ligados, afetando
caracteristicas sexuais secundarias, como numero de flores, comprimento do
pedunculo, supresséo do crossing-over e letalidade.

Conforme descrito por Hofmeyr (1938), a acao do vento, dos insetos ou do
proprio homem, promove a ocorréncia dos seguintes casos de cruzamentos entre
os trés tipos de flores:

- Flor Masculina x Flor Feminina: nesse tipo de cruzamento as sementes
produzidas poderdo originar 50% de plantas masculinas e 50% de plantas
femininas, aproximadamente.

- Flor Hermafrodita x Flor Feminina: as sementes obtidas desse cruzamento
deverdo dar origem a 50% de plantas hermafroditas e 50% de plantas femininas.
Este tipo de cruzamento ndo € desejavel em plantios comerciais, devido a
excessiva populacdo de plantas femininas.

- Flor Masculina x Flor Hermafrodita: as sementes desse cruzamento

normalmente produzirdo uma geracdo de descendentes em uma proporcao de



aproximadamente 33% de plantas hermafroditas, 33% de plantas masculinas e
33% de plantas femininas. Esse tipo de cruzamento € indesejavel em condi¢cdes
de cultivos comerciais, pois origina plantas masculinas improdutivas e plantas
femininas com baixo valor comercial.

- Flor Hermafrodita x Flor Hermafrodita: nesse cruzamento serdo produzidas
sementes que deverdao originar em torno de dois mamoeiros hermafroditas para

um feminino.

Aspectos econdémicos da cultura

De todas as espécies existentes na familia Caricaceae, apenas C. papaya
possui importancia comercial significativa. Por outro lado, diversas espécies de
Vasconcellea sao consideradas importantes repositorios de genes de interesse ao
melhoramento do mamoeiro (DREW et al., 1998).

Os principais paises produtores de mamao sao Brasil, México, Nigéria,
india, Indonésia, Venezuela, Bolivia e China, nessa ordem (BRAPEX, 2009). As
Américas detém as maiores producbes desta fruta, seguidas do continente
asiatico como segundo maior produtor de maméo, em terceira posicdo o
continente africano, e por ultimo a Oceania, que apresenta uma producao irrisoria.

Em 2008 o Brasil produziu aproximadamente 1,89 milhdo de toneladas,
participando com cerca de 20,8% do mercado mundial, que foi de 9,1 milhdes de
toneladas. Apesar de o Brasil ser o maior produtor mundial da fruta, suas
exportacdes precisam de um impulso, pois 0 pais ocupa a terceira posi¢cdo no
ranking mundial, exportando cerca de 30 mil toneladas (IBRAF, 2008).

Segundo dados do IBGE (2006), no Brasil o mamoeiro merece destaque
por representar uma das principais fruteiras de exportacdo e movimentar cerca de
780 milhdes de reais em volume de negdcios. Seu cultivo concentra-se na
microrregido do Extremo sul da Bahia e na regido Norte do Espirito Santo,
consideradas as maiores regides produtoras brasileiras.

No ano de 2008, o Brasil cultivou 37 mil hectares de mamao. A Regiao
Nordeste foi responsavel por 64,2% da area plantada, com 23,8 mil hectares e
colheita anual de cerca de 1.179 mil toneladas. A seguir, posiciona-se o Sudeste,
com 24,2% da éarea plantada, perfazendo 8,97 mil hectares e 660 mil toneladas;
em terceiro esta o Norte, com 9,5% dos pomares, totalizando 3,5 mil hectares e

37 mil toneladas. As regides Sul (1,2% da area) e Centro-Oeste (com 0,8%)



respondem pelos 2% restantes, colhendo, respectivamente, 4,3 mil toneladas em
399 ha e 9,1 mil toneladas em 370 ha (IBGE, 2008).

Cultivares e hibridos comerciais

Dos problemas relacionados a cultura do mamoeiro no Brasil deve ser
ressaltada a limitacdo de alternativas quando da escolha para o plantio de
cultivares e/ou hibridos comerciais que atendam as exigéncias dos mercados
interno e externo.

As variedades de mamao mais exploradas no Brasil sdo classificadas em
dois grupos, o Solo e o Formosa. As variedades do grupo Solo séo representadas
por linhagens, enquanto as variedades do grupo Formosa correspondem a
hibridos F;.

As plantas do grupo Solo produzem frutos de polpa avermelhada, de
tamanho pequeno (300 a 650 g), sendo preferidos para exportacédo. As principais
variedades do grupo Solo cultivadas no Brasil sdo a Sunrise Solo e Golden, além
de existirem outras menos cultivadas atualmente, a exemplo da ‘Improved Sunrise
Solo 72/12’ e ‘Baixinho-de-Santa-Amalia’. Por sua vez, os gendtipos do grupo
Formosa apresentam frutos de tamanho médio (1000 a 1300 g), com polpa
avermelhada, tendo como principais materiais comerciais no Brasil o ‘Tainung n°
1'e ‘Calimosa’.

De acordo com Dantas (2000), a cultura do mamoeiro sustenta-se em uma
base genética estreita, limitando o nimero de cultivares plantadas nas principais
regides produtoras. De modo geral, conforme o tipo de fruto, as cultivares
pertencentes ao grupo Solo sdo as mais cultivadas no mundo. Ainda segundo
esse autor, as variedades do grupo Formosa sdo mais adequadas a
comercializacdo no mercado interno, enquanto que as do grupo Solo sao
comercializadas em ambos.

A cultivar mais plantada, Sunrise Solo, tem o seu rendimento limitado de 40
a 60 t.ha™, sendo bastante suscetivel ao virus do mosaico, com frutos comumente
apresentando sintomas da mancha fisiolégica, além da polpa ser pouco
consistente para a exportagédo (MARTINS; COSTA, 2003). Antes da introducao do
mamoeiro do grupo Solo, praticamente ndo existiam cultivares comerciais para
plantio, pois as sementes utilizadas apresentavam elevado grau de segregacao

devido a exclusiva existéncia de cultivares didicas (MARIN, 2001).



Nesse contexto, vale ressaltar que a cultivar Golden, uma mutacdo da
‘Improved Sunrise Solo Line 72/12’, encontra-se bastante difundida nas regides
Norte do Espirito Santo e Sul da Bahia, com boa aceitagdo no mercado
internacional, embora apresente menor teor de solidos sollveis totais nos frutos e
uma produtividade média inferior & ‘Sunrise Solo’. (A CULTURA DO MAMAO,
2009).

O grupo Formosa abrange hibridos F; desenvolvidos pela Estacao
Experimental de Fengshan, como o Tainung n° 1 e Tainung n° 2, além de
cultivares selecionadas pela Estacdo Experimental de Fruticultura Tropical da
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA), como Tailandia, JS11 e
JS12 (FARIAS et al., 1998). O ‘Tainung n° 1’, dentre os materiais deste grupo, é o
mais amplamente cultivado no Brasil, e apresenta uma produtividade média anual
de 75,5 a 100,4 t.ha™ (MENDES et al., 1996).

Aliado a estreita base genética e a dificuldade de obtencdo de sementes de
alta qualidade, o desenvolvimento da cultura tem sido limitado principalmente por
fatores relacionados a problemas fitossanitarios de naturezas diversas. No caso
especifico das sementes, mesmo o0 elevado grau de autopolinizacdo das
variedades do grupo Solo néo garante a qualidade e a pureza das sementes, que
devem ser obtidas mediante polinizagdes controladas. O uso de sementes
provenientes de frutos com polinizagdo aberta pode levar a perda da identidade
genética, baixa qualidade de frutos, sabor variavel, elevados indices de
esterilidade feminina, pentandria e carpeloidia (COSTA; PACOVA, 2003). No caso
do grupo Formosa, em que sédo utilizados hibridos comerciais, o problema pode
ser ainda maior, pois o alto custo da semente faz com que os produtores utilizem
as proprias sementes dos hibridos F; nas geracdes F», F3, F4 etc. Nesse caso, as
plantas perdem as caracteristicas do hibrido original, produzindo frutos com
gualidade inferior e totalmente fora do padrao comercial (COSTA; PACOVA,
2003).

Melhoramento genético do mamoeiro

Segundo Pereira e Pereira (2006), normalmente ao se iniciar um programa
de melhoramento genético de determinada cultura, é necesséario conhecer a
diversidade genética existente para melhor explorar essas diferencas genéticas.

Nesse sentido, Storey (1953) relata que existe uma grande diversidade de tipos



de mamoeiro no mundo, com caracteristicas desejaveis em um programa de
melhoramento. Contudo, existem poucas linhagens realmente melhoradas ou
mesmo consideradas como variedades definidas, em funcdo da propagacéo de
plantas por sementes, durante sucessivas geracoes, sem o devido controle das
polinizacdes.

A caracterizacdo molecular contribui para a deteccdo da variabilidade
genética existente e alocagdo de genoétipos em grupos heterdéticos, possibilitando
maior ganho genéticos por selecdo, visto que promove o direcionamento de
cruzamentos entre genitores divergentes.

Em 1995, a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), em parceria com a empresa Caliman Agricola S/A, deu inicio a um
programa de melhoramento para mamoeiro e em 2002 surgiram 0S primeiros
resultados: nove hibridos de mamoeiro foram registrados (PEREIRA, 2003), o que
representou uma economia de aproximadamente dois milhées de dolares por ano,
valor este gasto na importacdo de sementes do hibrido Tainung n° 1, de Taiwan.
Estes hibridos tém se mostrado superiores ao ‘Tainung n° 1’ quanto as
caracteristicas do fruto: melhor sabor, maior teor de sélidos soltveis (mais doces),
melhor coloracdo de polpa e maior uniformidade de frutos, atingindo melhor
proporcdo de frutos exportaveis. Além disso, tém apresentado produtividade
semelhante ao material importado (PEREIRA, 2003). Em 2003, como uma
alternativa para o cultivo do mamoeiro no pais, esta parceria produziu também o
primeiro hibrido nacional do grupo ‘Formosa’ ((UENF/Caliman 01°), popularmente
conhecido como Calimosa (UENF, 2003).

Vislumbrando o grande potencial do mercado de hibridos, a Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical iniciou em 1995, a autofecundacédo de alguns
acessos disponiveis no Banco Ativo de Germoplasma de Maméao (BAG-Mamao),
objetivando a formacdo de um banco de linhagens. Visto que as caracteristicas
desejaveis para cultura do mamoeiro ndo estao reunidas em um Unico genotipo,
atualmente existe uma série de linhagens do grupo Solo e do grupo Formosa,
com diferentes geracbes de autofecundacdo, que estdo sendo utilizadas em
cruzamentos dialélicos para obtencdo de hibridos. Em adi¢cdo, além dessas
linhagens, diversos hibridos ja sintetizados encontram-se sob avaliacdo em
diferentes ecossistemas. Cruz e Regazzi (1997) sugerem que estudos de

capacidade combinatoria, por meio de cruzamentos dialélicos, podem contribuir
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substancialmente para o sucesso dos programas de melhoramento genético
vegetal, por possibilitar tanto a identificacdo de progenitores para hibridacéo e de
hibridos com qualidades superiores quanto auxiliar na identificacdo do método de
selecdo mais apropriado, por permitir que parametros genéticos sejam
conhecidos a priori.

Além disso, o grupo de pesquisa da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical vém utilizando a seleg&o assistida por marcadores moleculares (SAM) na
identificacdo de linhagens de mamoeiro previamente selecionadas por
apresentarem alto potencial agronémico em relacéo a caracteristicas produtivas e
de qualidade de frutos. Oliveira et al. (2010a), ao analisarem 83 linhagens de
mamoeiro por meio do uso de sele¢do assistida por marcadores microssatélites,
identificaram novas linhagens com alto nivel de endogamia e ampla diversidade
genética. O uso de marcadores microssatélites na SAM pode permitir a
identificacdo precoce de plantas com alto nivel de homozigosidade em progénies

segregantes e em acessos de germoplasma.

Banco Ativo de Germoplasma de Mamao (BAG-Mamao)

Mediante expedicdes de coletas realizadas pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (CNPMF), em parceria com a Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia (Cenargen), em 1995 teve inicio na Embrapa a formacao do BAG-
Mamao, contendo acessos de Carica spp. e demais géneros da familia
Caricaceae.

Este BAG encontra-se instalado em area da sede da Embrapa Mandioca
Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas, BA, possuindo cinco espécies (C.
papaya, V. cauliflora, V. quercifolia, V. monoica e J. spinosa) compreendidas em
224 acessos de C. papaya, dois acessos de V. cauliflora, trés acessos de V.
quercifolia, dois acessos de V. monoica e dez acessos de J. spinosa. A
conservagao dos acessos é feita por meio do armazenamento de sementes a 4°C,
em geladeira; por outro lado, sob condicdes de campo é feita por polinizacéo
controlada, por meio de autofecundacdo dos acessos hermafroditas e por
cruzamento entre gendtipos do mesmo acesso, no caso de acessos dibicos.

Atualmente, existem aproximadamente 30 colec¢des de Carica spp. em todo
0 mundo, contribuindo para a conservacédo dos recursos genéticos do mamoeiro.

Dentre outros objetivos, esses recursos genéticos tém sido usados nos
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programas de melhoramento visando a introgressdo de genes de interesse nas
variedades comerciais (como no caso da resisténcia a doencas do género
Vasconcellea), para ampliar a variabilidade intra e interespecifica, o que
certamente contribuira para a sustentabilidade da cultura do mamoeiro,
preservacdo da variabilidade genética existente na familia Caricaceae e reducao
da vulnerabilidade do género Carica, em particular (DANTAS et al., 1999).

Caracterizacado morfoldgica x molecular

Todo programa de melhoramento de plantas tem como objetivo principal
reunir em um genotipo as caracteristicas desejaveis, de interesse comercial.
Entretanto, os caracteres de interesse, na sua grande maioria, sdo controlados
por muitos genes, apresentam baixa herdabilidade e alta influéncia ambiental
prejudicando o éxito dos programas de melhoramento (FERREIRA, 2003).

Segundo Dantas e Oliveira (2009), o desenvolvimento de variedades /
hibridos com boas caracteristicas agronémicas em termos de produtividade,
frutificacdo precoce, porte baixo, baixa taxa de flores estéreis, carpeldides ou
pentandricas, com frutos de qualidade, alto brix, casca fina, auséncia de
manchas, resisténcia ao armazenamento e transporte, pequena cavidade interna,
cavidade interna em forma de estrela, dentre outros, € um grande desafio para os
melhoristas da cultura, haja vista que essas caracteristicas ndo estao reunidas em
um anico gendtipo. Para Cattaneo (2003), a sustentabilidade da cultura do
mamoeiro depende basicamente de novos genotipos com caracteristicas
agrondmicas superiores, frutos que atendam as exigéncias dos consumidores,
dos mercados interno e externo, com maior longevidade pds- colheita, e que
apresentem resisténcia as principais pragas e doencgas que atacam a cultura.

Até meados dos anos 60, a identificacdo das caracteristicas de interesse
era estabelecida basicamente por marcadores morfolégicos baseados em
caracteres fenotipicos. Estes marcadores apesar de apresentarem como
desvantagens um numero restringido de plantas utilizadas como modelo para os
programas e de serem facilmente influenciados pelo ambiente, deram uma grande
contribuicdo para o desenvolvimento tedrico das analises de ligacdo génica e para
construcdo dos primeiros mapas genéticos.

Com o avanco da genética molecular, surgiram os marcadores moleculares

permitindo a identificacdo direta dos genotipos, possibilitando determinar as
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frequéncias génicas, consequentemente a variabilidade genética das populacdes,
o tipo de acédo génica predominante no controle de caracteres, além de superar a

maior parte das limitagdes das analises fenotipicas.

Marcadores moleculares

Dentre as principais aplicacbes dos marcadores moleculares no
melhoramento genético de plantas tem-se a caracterizacdo de acessos de
germoplasma e variedades, estudos de diversidade genética devido a grande
quantidade de informacOes geradas, selecdo assistida, construcdo de mapas
genéticos, mapeamento de caracteristicas quantitativas, enfim todas as atividades
relacionadas ao melhoramento de plantas.

Diversos marcadores moleculares estdo disponiveis atualmente, com
destaque para o0s marcadores microssatélites, que sdo marcadores
codominantes, ou seja, permitem que ambos os alelos de um individuo
heterozigoto sejam visualizados. Além disso, o que distingue este marcador dos
demais é a sua natureza multi-alélica numa populacédo, onde potencialmente
todos os alelos de um determinado loco podem ser detectados e discriminados.
Possuem alta reprodutibilidade, com grande abundancia e ampla distribuicdo no
genoma. O alto grau de polimorfismo se deve ao nimero de vezes que estas
sequéncias se repetem, gerando polimorfismo pelo tamanho dos fragmentos
amplificados por iniciadores especificos para as regides que flanqueiam estas
repeticdes (SERAFIM et al., 2002). No entanto, para sua utilizagdo é necessario o
desenvolvimento prévio de seqgliéncias (iniciadores) especificas para a espécie a
ser trabalhada (OLIVEIRA et al., 2008).

Todas essas caracteristicas reunidas contribuem para que os
microssatélites sejam marcadores ideais para 0 mapeamento genético e fisico de
genomas, para a identificacdo e discriminacdo de gendtipos e estudos de
genética de populacdes, aléem de permitir a obtencdo de informacdes entre
diferentes locos, tornando possivel a avaliacdo do nivel de polimorfismo de uma
populacdo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Serafim et al. (2002) salientam
que as aplicagbes dos marcadores microssatélites se estendem ainda a
identificacdo de cultivares, reconstituicdo de pedigrees, identificacdo de duplicatas

e “fingerprint”.
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Os marcadores microssatélites tém sido amplamente aplicados para
caracterizacdo e avaliacdo de germoplasma de diversas espécies. Creste et al.,
(2001) utilizaram este marcador para caracterizar o0 germoplasma de espécies do
género Musa, pelo fato de sua natureza codominante e multi-alélica permitir a
deteccdo do nivel de ploidia dentro e entre as espécies, contribuindo para a
caracterizacdo dos recursos genéticos existentes.

Sharon et al. (1992) utilizaram analise de microssatélites e minissatélites
em trabalhos de analise genética e de identificacdo e caracterizagdo entre e
dentro de espécies de Carica. Os resultados mostraram que esta técnica foi uma
ferramenta atil na identificacdo de espécies e de cultivares, podendo ser usada
também na identificacdo de hibridos especificos e interespecificos. Parasnis et al.
(1999) empregaram sondas de microssatélites e de minissatélites altamente
informativa para identificar diferencas sexo-especifica em papaya. Segundo eles,
somente a sonda de microssatélite (GATA), demonstrou diferencas sexo-
especifica em todas as cultivares analisadas, identificando o sexo masculino. O
diagnostico potencial desses marcadores microssatélites foi explorado para
determinacdo do sexo de plantas de mamoeiro ainda no estadio inicial de
desenvolvimento. Santos et al. (2003), também utilizando marcadores
microssatélites, selecionaram 20 plantas hermafroditas e 20 femininas das
cultivares Sunrise Solo, Improved Sunrise Solo cv.72/12 e Baixinho de Santa
Amalia em areas experimentais das Fazendas de Ensino e Pesquisa da UNESP /
Campus de Illha Solteira e Jaboticabal para analisar a eficiéncia da
autofecundacéo e a frequéncia dos sexos nas progénies. Serafim et al. (2002),
em seu programa de melhoramento genético de videira, utilizaram os marcadores
microssatélites para obter protecéo intelectual e afericdo da identidade genotipica
de algumas cultivares de uva. Com esse estudo foi possivel confirmar a
identidade genotipica de duas cultivares, permitindo a padronizacdo da
nomenclatura das mesmas. Além disso, foi criado o perfil molecular da cultivar
BRS Cora, sendo possivel distingui-la das demais e rastrear a identidade genética
da cultivar, certificar mudas e garantir a propriedade intelectual do material.

Faleiro et al. (2004) realizaram um estudo da variabilidade genética do
cacaueiro, utilizando marcadores microssatélites para avaliar a diversidade
genética em 30 acessos de Theobroma cacao, selecionados para resisténcia a

vassoura-de-bruxa. Os resultados mostraram que os marcadores microssatélites
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sdo ferramentas confiaveis para estudo de divergéncia genética, pois
disponibilizam para os pesquisadores dados claros, de facil distincdo e
interpretacéo, além de serem reproduziveis.

Outra aplicacdo dos marcadores microssatélites, amplamente verificado na
literatura, tem sido o estudo da estrutura de populacdes. Gao et al. (2002)
verificaram que 0s microssatélites apresentaram nivel muito alto de diversidade
genética na avaliacdo da estrutura genética de populagbes de arroz, quando
comparados com aloenzimas. Além disso, 0s microssatélites foram mais
eficientes do que as aloenzimas em detectar a diferenciagcdo genética na
populacdo estudada. Com esses resultados os autores puderam sugerir que 0s
marcadores microssatélites sdo uma ferramenta poderosa e de alta resolucao
para avaliagdo de caracteristicas importantes da biologia de populacdes.

Segundo Oliveira et al. (2008), apesar do avanco das pesquisas nas areas
de biologia molecular e gendmica, existem poucos relatos sobre o
desenvolvimento de microssatélites para o mamoeiro. Santos et al. (2003)
obtiveram 32 locos de microssatélites com o uso de bibliotecas gendmicas
enriquecidas. Contudo, esses microssatélites nao apresentaram polimorfismo nos
acessos de mamoeiros analisados. Baseado nesta mesma metodologia, Pérez et
al (2006) desenvolveram 45 microssatélites, dos quais 24 se mostraram
polimorficos em acessos de Carica papaya.

Apesar disto, o niumero de sequéncias disponiveis de microssatélites ainda
é insuficiente para permitir maiores avan¢os na conservacgao, uso e valoracédo dos
recursos genéticos e, sobretudo, no melhoramento do mamoeiro (OLIVEIRA et
al., 2008).

Atualmente, os marcadores microssatélites na cultura do mamoeiro vém
sendo utilizados para predicdo do sexo, identificacdo de microssatélites por meio
da exploracdo do banco de dados de DNA, estudo de selecdo assistida e
identificacdo de polimorfismo (OLIVEIRA et al., 2007, 2008, 2010a, 2010b).

ApOs essa introducdo geral sobre a cultura do mamoeiro, enfocando
aspectos diversos, serdo apresentados a seguir dois trabalhos que abordam a
importdncia dos marcadores microssatélites no aspecto molecular do

melhoramento genético do mamoeiro e na estruturacdo da diversidade genética.
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USO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA CARACTERIZAGC AO
MOLECULAR DE GERMOPLASMA DE MAMOEIRO *
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USoO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA
CARACTERIZAGCAO MOLECULAR DE ACESSOS DE MAMOEIRO

RESUMO: A cultura do mamoeiro tem papel de destaque na fruticultura mundial.
No Brasil, os Estados da Bahia e Espirito Santo se destacam como 0s maiores
produtores. Porém, mesmo apresentando elevado potencial de cultivo, alguns
fatores tém limitado o aumento da producéo, entre eles: problemas relacionados
com pragas, doencas, caracteristicas agronémicas indesejaveis e, principalmente,
reduzida disponibilidade de material melhorado para exploracdo comercial devido
a estreita base genética das variedades cultivadas. Nesse contexto, 0s
marcadores moleculares tém sido ferramentas importantes na caracterizacao
molecular de acessos de mamoeiro com potencial para uso nos programas de
melhoramento visando incremento de variabilidade nos gendtipos melhorados.
Assim, o0 objetivo deste trabalho foi utilizar marcadores microssatélites na
caracterizacdo de acessos de mamoeiro e posterior avaliagdo do seu potencial de
uso na deteccdo de variacdo genética. Para isso, foram utilizados 96 acessos de
germoplasma de mamoeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical
(CNPMF) e 15 iniciadores de microssatélites. Os dados moleculares foram
usados para estimar as frequéncias alélicas, a heterozigosidade, o contetdo
informativo de polimorfismo (PIC) e o coeficiente de endogamia (F). Os 15 pares
de iniciadores amplificaram 68 alelos. A média do numero de alelos por loco (Na)
foi 4,5. Os valores de PIC variaram entre 0,189 a 0,691, sendo o maior valor
encontrado para o iniciador CP16. Para todos os locos de microssatélites
selecionados a heterozigosidade observada (Ho) foi menor que a esperada (Hg).
O alto indice médio de endogamia estimado (0,672) e 0 excesso de homozigotos
detectados, indicam a possivel existéncia de endogamia entre 0S acessos
analisados, decorrente de autofecundacdo ou de cruzamento entre individuos
aparentados. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o sucesso dos
marcadores moleculares microssatélites para estudos genéticos em Carica
papaya L., além de possibilitar a definicio de novas estratégias de conservacao

do germoplasma de mamoeiro.

Palavras-chave: Carica papaya L., germoplasma, marcadores moleculares.



USE OF MICROSATELLITE MARKERS FOR MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF PAPAYA ACCESSIONS

ABSTRACT: The papaya crop has an important role in the world’s fruticulture. In
Brazil, the states of Bahia and Espirito Santo stand out as major producers.
However, even with high potential for cultivation some factors have limited the
yield, including: problems related to pests, diseases and undesirable agronomic
traits, and especially low availability of improved material for commercial use due
to the narrow genetic base of the cultivars. In this context, molecular markers have
been important tools in molecular characterization of papaya accessions with
potential for use in breeding programs for increased variability in genotypes.
Therefore, the main objective of this study was the molecular characterization of
papaya accessions using microsatellites markers and further evaluation of their
potential use to detect genetic variability. A total of 96 papaya accessions from the
Papaya Active Germplasm Bank (Papaya-AGB) of Embrapa Cassava and Tropical
Fruits (CNPMF) and 15 microsatellite primer pairs were used. The molecular data
were used to estimate allele frequencies, heterozygosity, polymorphism
information content (PIC) and inbreeding index. The 15 microsatellite primer pairs
amplified 68 alleles. The mean number of alleles per locus (NA) was 4.5. The PIC
values ranged from 0.189 to 0.691, with the highest value found for primer CP16.
The observed heterozygosity (Ho) was lower than the expected heterozygosity
(HE), for all selected microsatellites loci. The high estimate of inbreeding index
(0.672) and excess of homozygotes indicate the possible existence of inbreeding
among the accessions analyzed. This was due to selfing or crosses between
related individuals. These results demonstrate the success of microsatellite
markersfor genetic studies in Carica papaya L. and aditionally points out to the

development of new strategies for papaya germplasm conservation.

Keywords: Carica papaya L., germplasm, molecular markers.



INTRODUCAO
Dentre os problemas relacionados com a cultura do mamoeiro (Carica

papaya L.) deve ser ressaltada a estreita base genética dos gendétipos comerciais.
No Brasil, seu cultivo concentra-se na exploragéo de variedades provenientes de
dois grupos, Solo e Formosa.

A ampliacdo da base genética do mamoeiro mediante o uso de novos
acessos de germoplasma € uma estratégia de sucesso. Entretanto, para isso, €
preciso promover a caracterizacdo e avaliacdo dos recursos genéticos existentes
(caracterizacdo fenotipica e molecular, notadamente). Esta acdo é de
fundamental importancia para o conhecimento da diversidade genética na cultura,
essencial para o planejamento de estratégias de melhoramento e conservacéo de
germoplasma, como o desenvolvimento de linhagens, variedades ou hibridos
melhorados com caracteristicas de interesse como a produtividade e qualidade de
frutos, essenciais para o sucesso na adoc¢do de cultivares de mamoeiro visando
atendimento das demandas internas e externas, a sintese de cultivares
resistentes / tolerantes a doengas de grande importancia, além de possibilitar a
introgressao de novos genes de interesse em variedades cultivadas, liberando
uma ampla variabilidade genética nas geracdes subsequentes (SIQUEIRA et al.,
1988).

A caracterizagdo molecular permite a discriminagdo de acessos
provenientes de bancos ou colecbes de germoplasma, a identificacdo de
duplicacdes e a prospeccéo da variabilidade intrinseca ou entre acessos de uma
mesma espécie. Os marcadores moleculares vém sendo utilizados como
alternativa para 0 acesso a esse conhecimento, pois apresentam ampla
capacidade de amostragem do genoma (SILVIA et al., 2006).

Dentre as principais aplicacbes dos marcadores moleculares no
melhoramento genético de plantas tem-se a caracterizacdo de acessos de
germoplasma e variedades, estudos de diversidade genética devido a grande



23

quantidade de informacfes geradas, selecdo assistida, construcdo de mapas
genéticos e mapeamento de caracteristicas quantitativas.

Atualmente existem diversos marcadores moleculares disponiveis
merecendo destaque os marcadores microssatélites ou SSR (Single Simple
Repeat) por possuirem heranca co-dominante, ou seja, ambos os alelos de um
individuo heterozigoto séo visualizados. Além disso, o que distingue este
marcador dos demais € a sua natureza multi-alélica numa populacdo, onde
potencialmente todos os alelos de um determinado loco podem ser detectados e
discriminados. Possuem alta reprodutibilidade, com grande abundancia e ampla
distribuicdo no genoma. O alto grau de polimorfismo se deve ao nimero de vezes
gue estas sequéncias se repetem, gerando polimorfismo pelo tamanho dos
fragmentos amplificados por iniciadores especificos para as regides que
flanqueiam estas repeticdes (SERAFIM et al., 2002).

O primeiro estudo foi feito por Tan e Weinheimer (1976), ao estimar a
diversidade genética da espécie utilizando isoenzimas. As relacbes genéticas
entre mamao e espécies selvagens foram investigadas por Droogenbroeck et al.
(2002), utilizando AFLP e por Olson (2002), enquanto que Lemos et al. (2002)
pesquisaram a identificacdo do sexo por meio de RAPD.

Segundo Oliveira et al. (2008), apesar do avanc¢o das pesquisas nas areas
de biologia molecular e genOmica, existem poucos relatos sobre o
desenvolvimento de microssatélites para o mamoeiro. Santos et al. (2003)
obtiveram 32 locos de microssatélites com o uso de bibliotecas gendmicas
enriquecidas. Contudo, esses microssatélites ndo apresentaram polimorfismo nos
acessos de mamoeiros analisados. Baseado nesta mesma metodologia, Pérez et
al. (2006) desenvolveram 45 microssatélites, dos quais 24 se mostraram
polimorficos em acessos de Carica papaya L. Atualmente, os marcadores
microssatélites na cultura do mamoeiro vém sendo utilizados para predicdo do
sexo, identificacdo de microssatélites por meio da exploracdo do banco de dados
de DNA, estudo de selecdo assistida e identificacdo de polimorfismo (OLIVEIRA
et al. 2007, 2008, 2010a, 2010b).

Neste contexto, este trabalho objetivou a caracterizacdo molecular de 96
acessos da colecdo de germoplasma de mamoeiro da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, utilizando-se 0s marcadores microssatélites como

ferramenta auxiliar ao estudo da variabilidade genética.



24
MATERIAL E METODOS

Material genético

Foram avaliados 96 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mamao
(BAG-Mamaéao) da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF) (Tabela 1),
utilizando 15 marcadores microssatélites (Tabela 2), desenvolvidos por Oliveira et
al. (2008), previamente selecionados com base no polimorfismo encontrado.
Todas as andlises foram conduzidas no Laboratorio de Virologia e Biologia
Molecular (LVBM), da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF), em

Cruz das Almas - Bahia.
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Tabela 1. Acessos de mamoeiro pertencentes ao Banco de Germoplasma de Maméao (BAG-Maméao) da Embrapa Mandioca e

Fruticultura Tropical (CNPMF), com suas respectivas espécies, procedéncia e origem. Cruz das Almas - BA, 2010.

N° Acessos Espécie Procedéncia Origem
1 CMF002 Carica papaya L. Cenargen Costa Rica
2 CMFO003 C. papaya L. Cenargen Taiwan
3 CMF005 C. papaya L. Cenargen
4 CMF006 C. papaya L. Cenargen Havali
5 CMFO007 C. papaya L. Cenargen Maléasia
6 CMF008 C. papaya L. Cenargen Malasia
7 CMF010 C. papaya L. Cenargen Maléasia
8 CMFO11 C. papaya L. Cenargen Costa Rica
9 CMF012 C. papaya L. Cenargen Malasia
10 CMF014 C. papaya L. Cenargen Maléasia
11 CMFO017 C. papaya L. Cenargen Taiwan
12 CMF018 C. papaya L. Cenargen Taiwan
13 CMF020 C. papaya L. Cenargen Brasil
14 CMF021 C. papaya L. Cenargen Brasil
15 CMF022 C. papaya L. Cenargen Maléasia
16 CMF023 C. papaya L. Cenargen Malasia
17 CMF024 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Costa Rica
18 CMF027 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida
19 CMF028 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Costa Rica
20 CMF029 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida
21 CMF031 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Costa Rica
22 CMF032 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Costa Rica
23 CMF034 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida




Continuaggo
24 CMF037 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida
25 CMF38 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
26 CMF39 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
27 CMFO040 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
28 CMF041 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
29 CMF043 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
30 CMF044 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
31 CMF045 C. papaya L. EBDA - Conceicdo do Almeida Conceicdo do Almeida — Brasil
32 CMFO046 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
33 CMF047 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Cruz das Almas — Brasil
34 CMFO049 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Cruz das Almas — Brasil
35 CMF054 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Havai
36 CMFO055 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
37 CMFO056 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
38 CMFO058 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
39 CMF065 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
40 CMF066 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida
41 CMF067 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
42 CMF068 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
43 CMF069 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Cruz das Almas — Brasil
44 CMFO070 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
45 CMF074 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida — Brasil
46 CMFO078 C. papaya L. Faz. S. Silv. Linhares Brasil
47 CMFO079 C. papaya L. IAC - Campinas Brasil
48 CMF080 C. papaya L. Cruz das Almas Havai
49 CMF081 C. papaya L. Cenargen
50 CMF082 C. papaya L. Universidade de Natal Africa do Sul
51 CMF087 C. papaya L. Havali
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52 CMF088 C. papaya L. Havai (Hilo)

53 CMF092 C. papaya L. Havai (Hilo)

54 CMF094 C. papaya L. Cenargen Carazinhos — RS

55 CMF097 C. papaya L. Cenargen Minas Gerais

56 CMF102 C. papaya L. Cruz das Almas Cruz das Almas — Brasil
57 |CMF104 C. papaya L. Namibia Africa do Sul

58 CMF105 C. papaya L. CPATC

59 CMF107 C. papaya L. CPATC Umbauba — SE

60 |CMF108 C. papaya L. Africa do Sul

61 |CMF114 C. papaya L. Africa do Sul

62 |CMF115 C. papaya L. Africa do Sul

63 CMF118 C. papaya L. Monte Santo

64 CMF123 C. papaya L. Cenargen Tailandia

65 CMF125 C. papaya L. Fazenda Gaia Havai

66 CMF128 C. papaya L. Fazenda Gaia Espirito Santo — ES
67 CMF129 C. papaya L. Embrapa Amazonia Manaus — AM

68 CMF154 C. papaya L. Cenargen Guatemala

69 CMF157 C. papaya L. Barra do Garcas Mato Grosso — Brasil
70 CMF165 C. papaya L. Bela Vista Mato Grosso do Sul — Brasil
71 CMF182 C. papaya L. Cenargen Brasilia — DF

72 CMF188 C. papaya L. Cenargen Brasilia — DF

73 CMF189 C. papaya L. Cenargen Brasilia — DF

74 CMF191 C. papaya L. Cenargen Brasilia — DF

75 CMF194 C. papaya L. Cenargen Brasilia — DF

76 CMF195 C. papaya L. Cenargen Brasilia — DF

77 CMF219 C. papaya L. Cenargen Brasilia — DF

78 CMF223 C. papaya L. Cenargen Brasilia — DF

79 CMF227 C. papaya L. Cenargen Brasilia — DF
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80 CMF228 C. papaya L. Cenargen Brasilia — DF

81 CMF230 C. papaya L. Fazenda Palmares Porto Seguro — BA

82 CMF232 C. papaya L. Fazenda Bello Fruit Mucuri — BA

83 CMF233 C. papaya L. Fazenda Gondo Nova Vigcosa — BA

84 CMF234 C. papaya L. Fazenda Séo Francisco Teixeira de Freitas - BA
85 CMF235 C. papaya L. Fazenda Séo Francisco Teixeira de Freitas - BA
86 CMF-L12-08 |Linhagem PMGM - Brasil

87 CMF-L30-08 |Linhagem PMGM - Brasil

88 CMF-L48-08 |Linhagem PMGM - Brasil

89 CMF-L62-08 |Linhagem PMGM - Brasil

90 CMF-L75-08 |Linhagem PMGM - Brasil

91 CMF-L88-08 |Linhagem PMGM - Brasil

92 CMF-L90-08 |Linhagem PMGM - Brasil

93 Golden Variedade Brasil

94 Sunrise Variedade Brasil

95 Tainung Hibrido Brasil

96 Calimosa Hibrido Brasil

CMF= Centro de Mandioca e Fruticultura; PMGM = Programa de Melhoramento Genético do Mamoeiro.
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Tabela 2. Relacdo das sequUéncias e caracteristicas de 15 pares de iniciadores de microssatélites selecionados para
caracterizagcdo de 96 acessos do Banco de Germoplasma de Mamao (BAG-Maméo) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (CNPMF). Cruz das Almas - BA, 2010.

Loco Forward Reverse Tm (°C) Alelo (pb) Motivos
CP02 AGGCGAAATCGGAAGAGAG CTGGTAAAACGACGATGACG 59 144 (AGG)q
CP10 AAAAATCACAGCACGTATGGTT GAAATTACAAATGGGCAAAAAG 58 183 (TACA)4(TA)o(GA)10
CP16 TCAACTATTTCCCCCGCATA CACCTCCTTGTCCAAAGGTT 60 217 (AT)13
CP21 ATCGACCGAGGAAGGTACG TCAAAAACCCATTGAGTCTGC 60 151 (GT)12
CP31 AAGGGTACGTCATGGAGCA TCTGTCGCCTTTTATACTCTTG 57 153 (AT)6(GT)10
CP44 TGACAACGAACTACATCCCTA CCTCATGGTTTGTGTACTCCT 56 232 (AT)12
CP49 CCTGAAAGCAACCATTTCTA TCGCTGGAGCTGTAAGAGA 56 201 (AT)12
CP52 GGAAAGATCATAGAAACAGTGG TGCTATCTTGGTTGTCTCTCA 55 196 (AT)10(AG)12
CP61 GGAGTGATGTAAGTGCCTCAT CATGAGCCCTACTCCGAAC 57 205 (AT)12+ (AC)g
CP71 TCCCCAACCTCAAGAAGATAA TTACACCACCATCGCCATC 59 250 (CT)1a
CP80 GTGGCAATGAACTCGGCTA ATCCTCCCTCCACCAACAG 59 219 (TC)12
CP94 TCGCAGAGAAAGAGAAAGCA TCCTCTCACCAGTTATTGGAA 58 169 (AG)12at(AG),
CP95 CAGTCCTTGCAGGCGATTA CTCAACCATTTTTCCTCACCA 60 183 (AG)stg(AG);
CP97 TTTCTGTTACCTCTCTCGGATT GAGATGACAACCATACAGCAA 56 262 (TA)11
CP100 TGATCGCTTTCGCTTCACT GATTTCACTGCCACGGACT 58 294 (GA)11 + (AG)23

Tm = temperatura meédia
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Extracdo do DNA gendémico

O DNA de cada acesso foi obtido de amostras foliares jovens, coletadas e
armazenadas em ultrafreezer a -80C. Em seguida foram maceradas em
nitrogénio liquido empregando o método CTAB (Cethyltrimethylammonium
Bromide, Sigma), proposto por Doyle e Doyle (1990), com algumas modificacbes
descritas a seguir: De cada amostra foliar macerada, aproximadamente 300 mg
de tecido foi transferido para tubos eppendorf com capacidade para 2,0 mL e
acondicionados em nitrogénio liquido. Foram adicionados aos tubos 800 uL do
tampdao de extracao pré-aquecido contendo 10% CTAB; 5,0 M NaCl; 0,5 M EDTA;
1,0 M Tris-HCI (pH 8,0); 1% PVP e 0,1% [3-mercaptoetanol, incubando- se a 65°C
por 45 minutos e homogenizando-se suavemente os tubos a cada 15 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 700-800 uL de cloroférmio : alcool isoamilico
(24:1), invertendo-se os tubos, continuamente, até formar emulsdo. As amostras
foram entdo centrifugadas a 10.000 rpm por dez minutos, transferindo-se os
sobrenadantes para novos tubos. Esse passo foi repetido mais uma vez e, ap6s
nova centrifugacdo, os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos,
adicionando-se 2/3 do volume coletado de alcool Isopropilico gelado, com suave
inversdo e incubacdo a -20C por 20 min. ApoOs incubacdo, foi efetuada
centrifugacéo por 10 min a 12.000 rpm, obtendo-se os péletes (precipitados), que
foram secos em temperatura ambiente, ressuspensos em 600 uL de solugéo Tris-
EDTA (1,0M Tris-HCI pH8,0 e 0,5M EDTA), adicionados 200 uyL de acetato de
amoénio a 7,5 M, e incubados no gelo por 15min. Na sequéncia, houve nova
centrifugacédo por 10 min a 10.000 rpm, com transferéncia do sobrenadante para
novos tubos de 1,5 uL. Apds esta etapa, adicionou-se 800 yL de etanol absoluto,
com incubacgé&o por lhora, a -20C. Em seguida, as su spensfes foram novamente
centrifugadas, nas mesmas condi¢cdes anteriores, lavando-se o precipitado com
etanol 70% gelado, secando-se e, finalmente, ressuspendendo-se o0s péletes em
100 pL de solucédo de TE + 1 yL de RNAse, acondicionando o DNA a -20<C. As
concentragbes de DNA nas amostras foram estimadas utilizando-se gel de
agarose a 0,8%, comparando a intensidade da fluorescéncia das amostras
coradas com brometo de etidio a uma série de concentracdes de DNA fago A. Em
seguida, o DNA foi diluido para a concentracdo de trabalho de 10 ng/uL e

armazenado a -20<C.
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Otimizacéo e selecao de iniciadores

Em uma primeira etapa foi realizada uma triagem, com otimizacdo das
condi¢cbes de reacao de 100 pares de iniciadores desenhados por Oliveira et al.
(2008), utilizando 30 acessos selecionados com base em caracteristicas
morfologicas desejaveis, provenientes do BAG-Mamédo (CMF008, CMFO011,
CMFO017, CMF023, CMF024, CMF031, CMF038, CMF053, CMF067, CMFO068,
CMF082, CMF101, CMF102, CMF108, CMF115, CMF123, CMF125, CMF128,
CMF129, CMF134, CMF135, CMF138, CMF142, CMF143, CMF147, CMF157,
CMF165, CMF188, CMF189 e CMF191).

As amplificacOes para otimizacdo da temperatura de anelamento e demais
reacoes foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research),
empregando-se 0 seguinte programa: ciclo inicial de 4 min a 94°C, seguido de 30
ciclos a 94°C por 50s, (temperatura de anelamento variando de 55 a 62°C, de
acordo com o iniciador), por 50s, 1 min a 72°C e extenséo final a 72°C por 7 min.
Apés a amplificagdo, os produtos resultantes das reacfes que apresentaram
diferencas alélicas de até 10 pares de bases (pb) foram separados em gel
desnaturante de poliacrilamida 6% e visualizados por coloracédo com prata (Creste
et al., 2001), utilizando o sistema eletroforético Hoefer SQ3 Sequencer
(Pharmacia Biotech), enquanto aqueles com diferencas alélicas maiores de 10 pb
foram separados em géis de agarose 1000 a 3%. O peso molecular dos locos
polimorficos foi determinado por comparacdo com um padrao de peso molecular
de 50 pb (New England Biolabs).

Genotipagem com marcadores microssatelites

Apés a obtencdo do DNA, esses foram amplificados, em reacdes
constando de um volume total de 15uL, contendo 30,0 ng de DNA gendmico; 1,5
mM de MgCly; 10 mM Tris/KCI, 100uM de dNTPs; 0,3 mM de cada iniciador e
uma Unidade de Taq polimerase. As amplificacbes foram conduzidas em
termociclador PTC-100 (MJ Research), empregando-se 0 seguinte programa:
ciclo inicial de 4 min a 94°C, seguido de 30 ciclos a 94°C por 50s, (temperatura de
anelamento variando de 55 a 62°C de acordo com o iniciador), por 50s, 1 min a
72°C e extenséo final a 72°C por 7 min. O preparo dos géis, (Figuras 1 e 2), e a

revelagcdo seguiram 0os mesmos passos utilizados no item Otimizagao e selecao
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de iniciadores. O peso molecular dos locos polimorficos foi determinado por

comparacdo com um padrédo de peso molecular de 50 pb (Biolabs).

Figura 1. Produtos de amplificacdo de amostras de DNA gerados pelo iniciador
CP71 em gel desnaturante de poliacrilamida. Cruz das Almas - BA,
2010.
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Figura 2. Produtos de amplificacdo de amostras de DNA gerados pelo iniciador
CP100 em gel de agarose 1000. Cruz das Almas - BA, 2010.
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Analise dos dados moleculares

As estimativas que caracterizam o0s locos, como o numero de alelos por
loco (Np), heterozigosidade observada (H,), heterozigosidade esperada (He),
conteudo informativo de polimorfismo (PIC - Polymorphic information content) e
coeficiente de endogamia (F) foram obtidas com o auxilio do programa
PowerMarker (LIU; MUSE, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados das andlises derivadas dos dados do programa

PowerMarker versao 3.25 resultaram nos coeficientes resumidos na Tabela 3.

Tabela 3. Composicéo alélica (motivo), niumero de alelos por loco (Na), variacédo
tamanho de pb, heterozigosidade esperada (Hg), heterozigosidade
observada (H,), conteudo informativo de polimorfismo (PIC) e
coeficiente de endogamia (F) em 15 locos polimérficos selecionados de
Carica papaya L. avaliados em 96 individuos. Cruz das Almas - BA,

2010.
Motivo do Tamanho
Loco . » Na He Ho PIC F
microssatélite (pb)
CPO2 (AGG)g 3 190-200 0,403 0,242 0,368 0,403

CP10 (TACA)(TA)s(GA)1y 7  170-210 0,722 0,289 0,684 0,604

CP16 (AT) 13 10  200-240 0,725 0,459 0,691 0,373
cP21 (GT)12 5  150-160 0,732 0,451 0,687 0,390
CP31 (AT)s(GT)10 3  146-148 0,564 0,174 0,475 0,695
CP44 (AT) 1 3 188200 0,327 0,202 0,280 0,386
CP49 (AT) 12 7  170-209 0,568 0,022 0,534 0,963
CP52 (AT)10(AG) 1 3 194-197 0,539 0,094 0,480 0,827
CP61 (AT)12 + (AC)s 3 200-207 0,322 0,122 0,284 0,626
cP71 (CT)1a 5  242-255 0,622 0,000 0,566 1,000
CP80 (TO)1 3 218222 0,206 0,000 0,189 1,000
CP94  (AG)pat(AG)- 5 145170 0,662 0,099 0,613 0,852
CP95 (AG)etg(AG) 7 4  185-200 0,589 0,156 0,509 0,737
CP97 (TA) 11 3  250-268 0,217 0,096 0,201 0,559
CP100  (GA)1 + (AG)2s 4 245260 0,540 0,157 0,447 0,713
Média 4,53 0,516 0,171 0,467 0,672
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O numero de alelos variou de 3 a 10, com média de 4,5. Valores muito
proximos foram encontrados por Ocampo Pérez et al. (2007), analisando 72
genodtipos de mamdo da regido do Caribe, utilizando 15 marcadores
microssatélites e por Oliveira et al. (2010b) que encontraram média de numero de
alelos por loco de 4,02, quando foram analisados 30 acessos de mamoeiro do
BAG-Maméao e 18 variedades com 59 locos de microssatélites. Esse baixo
namero de alelos de microssatélites pode ser um indicativo da restrita
variabilidade genética presente na espécie Carica papaya L. ou se deve ao
namero de acessos avaliados. Contudo, € possivel destacar o loco CP16 com 10
alelos; os locos CP10 e CP49 com sete alelos e os CP21, CP71 e CP94 com 5
alelos por loco, como marcadores importantes nos estudos associados ao
desenvolvimento de novas variedades de mamoeiro.

Esta mesma técnica de marcadores microssatélites foi utilizada por Bianchi
et al. (2004) e mostrou-se eficiente em trabalho com pessegueiro e nectarineira,
que apresentam baixa variabilidade genética. Os autores avaliaram a
variabilidade genética dessas duas espécies utilizando 13 iniciadores, 0s quais
apresentaram um total de 56 alelos, variando de trés a sete por iniciador.

Mediante analise dos dados dispostos na Tabela 3, observa-se que o
tamanho dos fragmentos amplificados variou de 145 a 268 pb. O PIC apresentou
resultados variando entre 0,189 a 0,691. O maior valor de PIC encontrado foi para
o loco CP16, que apresentou o maior numero de alelos por loco (10), sendo
considerado altamente informativo. Os locos CP80 e CP97 apresentaram valores
de PIC inferiores a 0,25 e foram considerados pouco informativos. JaA o CP95,
com PIC de 0,509, foi considerado moderadamente informativo, em conformidade
com a classificacdo apresentada por Botstein et al. (1980), que indica que os
valores de PIC sdo agrupados em trés niveis: altamente informativo (PIC>0,5);
moderadamente informativo (0,25<PIC<0,5) e pouco informativo (PIC<0,25).

Cumpre destacar que o PIC também fornece uma estimativa do poder
discriminatorio do loco, levando-se em conta ndo apenas o numero de alelos que
sao expressos, mas também as frequéncias relativas destes alelos. Assim sendo,
ainda de acordo com a classificacdo de PIC apresentada por Botstein et al.
(1980), os valores revelados para o presente conjunto de dados mostram-se

moderadamente informativos, quando se considera a média detectada (0,467).
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Verificou-se que para todos os locos de microssatélites selecionados, a
heterozigosidade observada (Ho) foi menor que a esperada (Hg), ocorrendo uma
variacdo de Hop entre 0,000 a 0,459 e 0,206 a 0,732 para He. As médias para Ho e
He foram inferiores as encontradas por Oliveira et al. (2010b) ao analisar 59 locos
microssatélites com 18 variedades e 30 acessos deste mesmo banco de
germoplasma. Ocampo Pérez et al. (2006), ao utilizar 26 marcadores SSR
polimorficos em Carica papaya L., encontraram valores médios de Ho superiores
e valores médios detectados para Hg inferiores a este estudo.

Comparando-se as estimativas de Ho e Hg evidencia-se um déficit de
heterozigotos na populacéo, que pode ser explicado em funcéo da existéncia de
endogamia decorrente das autofecundagdes a que sdo submetidos os acessos no
BAG-Mamao, sobretudo das populag¢des gindica-andromondicas. Vale salientar
que os acessos do BAG-Mamao sado mantidos sob condi¢cdes de campo mediante
a autofecundacédo de plantas hermafroditas ou cruzamentos (“sib-crossing”), no
caso de cruzamentos entre plantas femininas e hermafroditas, direcionando o
banco de germoplasma para um conjunto de linhas puras.

O coeficiente de endogamia (F) € um parametro que afeta diretamente a
diversidade genética de uma populacéo, resumindo de forma conveniente a sua
estruturagdo. Os iniciadores CP71 e CP80 apresentaram os valores de
endogamia mais elevados (1,00), levando a uma fragdo de decréscimo na
freqiéncia de heterozigotos e resultando em um aumento das frequéncias dos
homozigotos e na fixacdo dos alelos.

Oscilagdes nas frequéncias alélicas, perda e fixacdo de alelos podem ser
indicativos de deriva genética ou de selecéo (Tabela 4). A analise das frequéncias
alélicas é de grande importancia, pois pode refletir melhor os efeitos aleatdrios do
que a maioria dos parametros utilizados no estudo de genética de populacdes,
uma vez que tais parametros ndo refletem diretamente frequéncias alélicas
eventualmente muito baixas (OLIVEIRA et al., 2002).



36

Tabela 4. Composicéo alélica e variagdo no tamanho de pares de bases (pb), em
15 locos polimorficos selecionados de Carica papaya L. avaliados em
96 individuos. Cruz das Almas - BA, 2010.

Marcador Alelos Variagéo
N° Raro Comuns Frequentes (pb)

CP02 3 2 1 190-200
CP10 7 1 4 2 170-210
CP16 10 2 6 2 200-240
CP21 5 2 3 150-160
CP31 3 1 2 146-148
CP44 3 2 1 188-200
CP49 7 6 1 170-209
CP52 3 1 2 194-197
CP61 3 2 1 200-207
CP71 5 3 2 242-255
CP80 3 2 1 218-222
CP94 5 3 2 145-170
CP95 4 2 2 185-200
CP97 3 2 1 250-268
CP100 4 2 2 245-260

Alelo raro: <1%; 1% < alelo comum< 20%; e alelo frequiente >20%.

Do total de 68 alelos encontrados, 4,41% sao alelos raros (de baixa
frequéncia). A presenca destes alelos pode ser importante na contribuicdo da
variabilidade genética da espécie, porém, sdo sensiveis a perdas, em funcdo da
selecéo de plantas para manutencédo da colecao, sobretudo em funcéo do sistema
reprodutivo (hermafrodita) e morte de plantas por doencas como viroses,
fitoplasmas e Phytophthora, principalmente. Foram detectados 40 alelos comuns,
variando de um, para os iniciadores CP31 e CP52, a seis, para os iniciadores
CP16 e CP49. Quanto aos alelos frequentes, foram detectados 25 do total,
apresentando variacdo de um a trés. Oliveira et al. (2010b), analisando 30
acessos do mesmo BAG-Maméao e 18 variedades locais encontraram 3 alelos

raros, 115 comuns e 119 frequentes.
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A frequéncia com que um alelo aparece mostra o quanto pode ser util para
ser usado para distinguir os genotipos, logo um alelo muito frequente, ndo € um
bom parametro de diferenciacéo.

Estudos de natureza semelhante tém sido realizados em outras espécies,
revelando a ampla aplicabilidade dos marcadores moleculares microssatélites.
Raposo et al. (2007), estudando a diversidade genética de populacdes de
andiroba no Baixo Acre detectou 29 alelos raros com 7 locos de microssatélites.
Por sua vez, Martinez (2008), estudando uma populacdo de Tabebuia rose-alba e
utilizando oito locos de microssatélites, encontrou 51 alelos raros que deverao ser
transferidos para o BG-USP/RP (Banco de Germoplasma da USP de Ribeirdo

Preto) visando a conservacgéo dos individuos amostrados.

CONCLUSOES
Os marcadores moleculares microssatélites sédo eficientes para estudos

genéticos em Carica papaya L., por sua relevancia estratégica na geracao de
informacbes genéticas a serem utilizadas em suporte a programas de

melhoramento genético do mamoeiro.

Um excesso de homozigotos foi detectado, indicando a possivel existéncia
de um processo endogamico entre 0s acessos analisados, decorrente de

autofecundacédo ou de cruzamento entre individuos aparentados.

A analise de um maior numero de locos podera fornecer um conjunto
abundante de marcadores genéticos importantes para analises moleculares.
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ESTRUTURACAO DA VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS D E
MAMOEIRO DO BANCO ATIVO DE GERMOPLASMA DE MAMAO (BA G-
MAMAO) DA EMBRAPA MANDIOCA E FRUTICULTURA TROPICAL

RESUMO: O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma das fruteiras mais cultivadas e
consumidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo, além de ter grande
importancia sécio-econdémica no Brasil. Entretanto, a baixa variabilidade genética
coloca em risco o desenvolvimento de novas variedades que atendam as
demandas por gendtipos mais produtivos e adaptados as variacdes climaticas.
Com o objetivo de determinar a estruturacdo da variabilidade genética do
mamoeiro, foram analisados 96 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de
Mamao (BAG-Maméao) da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF),
utilizando 15 marcadores microssatélites. As frequéncias alélicas foram utilizadas
para se calcular a distancia genética entre 0os acessos. A matriz de distancia
genética foi obtida pelo programa PowerMarker, versdo 3.25, utilizando a
distancia de Shared allele (SAD). A estruturacdo da variabilidade genética foi
realizada mediante o programa MEGA 4.1, utilizando o método Neighbor-joining. A
analise da estruturacdo da variabilidade genética, a partir da caracterizacdo dos
acessos, permitiu a formagao de 23 agrupamentos e seis acessos nao agrupados,
evidenciando uma ampla diversidade na formagdo dos grupos. Em relagdo a
confiabilidade do dendograma por bootstrap, observou-se que o maior valor foi
encontrado no grupo 12 (46%). Os grupos 1, 4 e 17 foram os agrupamentos mais
sensiveis as combina¢des dos genotipos avaliados, evidenciado pelo baixo valor
de bootstrap (1%). A média da distancia genética entre todos os gendtipos
estudados foi de 0,55, e o0 desvio padrdo da meédia foi igual a 0,12.
Diferentemente de resultados obtidos por outros autores, observou-se alta
variabilidade passivel de exploragdo nos programas de melhoramento do
mamoeiro.

Palavras-chave: Carica papaya L., microssatélites, relagcdo entre acessos,

diversidade genética.



STRUCTURING OF GENETIC VARIABILITY IN ACCESSIONS OF
ACTIVE PAPAYA GERMPLASM BANK (APGM) OF EMBRAPA CASS AVA
AND TROPICAL FRUITS

ABSTRACT: Papaya (Carica papaya L.) is one of the most cultivated and
consumed fruits in tropical and subtropical regions of the world and has great
socio-economical importance in Brazil. However, low genetic variability endangers
the development of new varieties that meet the demands for higher yielding
genotypes adapted to climate variations. Aiming to determine the structure of
papaya genetic variation 96 accessions from the Papaya Active Germplasm Bank
(Papaya-AGB) of Embrapa Cassava and Tropical Fruits (CNPMF) were analyzed
by using 15 microsatellite markers. The allele frequencies were used to calculate
the genetic distance among genotypes. The genetic distance matrix obtained by
the program PowerMarker version 3.25 was used to perform the cluster analysis of
genotypes in the program MEGA 4.1 using the Neighbor- joining method. The
analysis of genetic structure showed 23 clusters and six isolated accessions,
evidentiating the wide diversity in the collection. The highest confidence interval
estimated by bootstrap analysis was found for group 12 (46%), which is
considered as a moderate value. Groups 1, 4 and 17 were the most sensitive to
genotype combinations, what is evident from the low bootstrap value (1%). The
average genetic divergence among all genotypes was 0.55 and the standard
deviation was 0.12. Regarding the coefficient of determination (R?), we observed
that 87.11% of the variation in genetic distances is explained by variations of the
linear distance, indicating that there is genetic divergence among the accessions.
Unlike the results obtained by other authors, were observed high variability which

is exploitable in papaya breeding programs.

Keywords: Carica papaya L., microsatellites, relationship between accessions,

genetic diversity.



INTRODUCAO

A importancia da cultura do mamoeiro é crescente no Brasil, sobretudo nas
regides Sudeste e Nordeste, tanto pelo volume comercializado quanto pelo
namero de propriedades em que é estabelecida. Entretanto, de acordo com
Dantas (2000), a cultura do mamoeiro sustenta-se em uma base genética estreita,
limitando o numero de cultivares plantadas nas principais regifes produtoras.
Populacdes com pouca variacdo genética podem ser incapazes de responder as
mudancas ambientais, provocando a reducdo da adaptabilidade da populacéo
(MATOCQ); VILLABLANCA, 2001).

7

Por meio dos marcadores moleculares € possivel gerar uma grande
quantidade de informagBes sobre a diversidade genética e relacionamento
filogenético no germoplasma utilizado pelos melhoristas. Diversos trabalhos tém
sido realizados utilizando marcadores moleculares para estimar a diversidade
genética existente nas colecdes de germoplasma (PEREIRA; PEREIRA, 2006). O
primeiro estudo da diversidade genética em mamoeiro foi feito por Tan e
Weinheimer (1976), utilizando isoenzimas. Droogenbroeck et al. (2002) avaliaram
95 acessos pertencentes a espécie Carica papaya e espécies relacionadas aos
géneros Vasconcellea e Jacaratia quanto as relacdes genéticas, observando, por
meio de marcadores AFLP, que os acessos foram agrupados dentro de cada
espécie, validando a classificacdo taxonémica. Cattaneo et al. (1999) verificaram
a divergéncia genética entre nove gendtipos de mamoeiro dos grupos Solo e
Formosa, utilizando marcadores RAPD. Sharon et al. (1992), utilizaram
marcadores microssatélites e minissatélites para estudo de analise genética e de
identificacéo e caracterizacao entre e dentro de espécies de Carica, comprovando
gue a técnica constitui-se numa ferramenta util na identificacdo de espécies e de
cultivares, podendo ser aplicada também na identificacdo de hibridos especificos

e interespecificos.
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A confiabilidade destas andlises tem garantido avancos nas pesquisas e
vem se tornando cada vez mais importante para aumentar a eficiéncia dos
resultados obtidos pelos melhoristas. A andlise de agrupamentos que utiliza
informacdes da matriz de distancia genética tem sido muito utilizada por
pesquisadores tanto da area de melhoramento genético vegetal quanto da area
de recursos genéticos vegetais, para estruturar a variabilidade genética com o uso
dos mais diversos tipos de caracterizacdo das colecdes de germoplasma, de
constituicbes genéticas distintas. O dendograma é comumente utilizado para
representacao grafica dos agrupamentos gerados a partir de métodos, sejam eles
sequencial, aglomerativo, hierarquico e sem sobreposicéo.

O objetivo deste trabalho foi analisar a estruturagcdo da diversidade
genética de 96 acessos de mamoeiro do BAG-Maméo da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical com o uso do método Neighbor-joining.

MATERIAL E METODOS

Material genético

Foram avaliados 96 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mamao
(BAG-Mamaéao) da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF) (Tabela 1),
utilizando 15 marcadores microssatélites (Tabela 2), desenvolvidos por Oliveira et
al. (2008), previamente selecionados com base no polimorfismo encontrado.
Todas as analises foram conduzidas no Laboratorio de Virologia e Biologia
Molecular (LVBM), da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF), em

Cruz das Almas - Bahia.



45

Tabela 1. Acessos de mamoeiro pertencentes ao Banco de Germoplasma do CNPMF com suas respectivas espécies, procedéncia

e origem. Cruz das Almas - BA, 2009.

N° Acessos Espécie Procedéncia Origem
1 CMF002 Carica papaya L. Cenargen Costa Rica
2 CMFO003 C. papaya L. Cenargen Taiwan
3 CMF005 C. papaya L. Cenargen
4 CMF006 C. papaya L. Cenargen Havali
5 CMFO007 C. papaya L. Cenargen Maléasia
6 CMF008 C. papaya L. Cenargen Malasia
7 CMF010 C. papaya L. Cenargen Maléasia
8 CMFO11 C. papaya L. Cenargen Costa Rica
9 CMF012 C. papaya L. Cenargen Malasia
10 CMF014 C. papaya L. Cenargen Maléasia
11 CMFO017 C. papaya L. Cenargen Taiwan
12 CMF018 C. papaya L. Cenargen Taiwan
13 CMF020 C. papaya L. Cenargen Brasil
14 CMF021 C. papaya L. Cenargen Brasil
15 CMF022 C. papaya L. Cenargen Maléasia
16 CMF023 C. papaya L. Cenargen Malasia
17 CMF024 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Costa Rica
18 CMF027 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida
19 CMF028 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Costa Rica
20 CMF029 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida
21 CMF031 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Costa Rica
22 CMF032 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Costa Rica
23 CMF034 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida




Continuacéo

24 CMF037 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida

25 CMF38 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
26 CMF39 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
27 CMFO040 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
28 CMF041 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
29 CMF043 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
30 CMF044 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
31 CMF045 C. papaya L. EBDA - Conceicdo do Almeida Conceicdo do Almeida - Brasil
32 CMFO046 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
33 CMF047 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Cruz das Almas - Brasil

34 CMFO049 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Cruz das Almas - Brasil

35 CMF054 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Havai

36 CMFO055 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
37 CMFO056 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
38 CMFO058 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
39 CMF065 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
40 CMF066 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida

41 CMF067 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
42 CMF068 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
43 CMF069 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Cruz das Almas - Brasil

44 CMFO070 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
45 CMF074 C. papaya L. EBDA - Conceicéo do Almeida Conceicéo do Almeida - Brasil
46 CMFO078 C. papaya L. Faz. S. Silv. Linhares Brasil

47 CMFO079 C. papaya L. IAC — Campinas Brasil

48 CMF080 C. papaya L. Cruz das Almas Havai

49 CMF081 C. papaya L. Cenargen

50 CMF082 C. papaya L. Universidade de Natal Africa do Sul

51 CMF087 C. papaya L. Havali
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52 CMF088 C. papaya L. Havai (Hilo)

53 CMF092 C. papaya L. Havai (Hilo)

54 CMF094 C. papaya L. Cenargen Carazinhos - RS

55 CMF097 C. papaya L. Cenargen Minas Gerais

56 CMF102 C. papaya L. Cruz das Almas Cruz das Almas - Brasil
57 |CMF104 C. papaya L. Namibia Africa do Sul

58 CMF105 C. papaya L. CPATC

59 CMF107 C. papaya L. CPATC Umbauba - SE

60 |CMF108 C. papaya L. Africa do Sul

61 |CMF114 C. papaya L. Africa do Sul

62 |CMF115 C. papaya L. Africa do Sul

63 CMF118 C. papaya L. Monte Santo

64 CMF123 C. papaya L. Cenargen Tailandia

65 CMF125 C. papaya L. Fazenda Gaia Havai

66 CMF128 C. papaya L. Fazenda Gaia Espirito Santo - ES
67 CMF129 C. papaya L. Embrapa Amazonia Manaus - AM

68 CMF154 C. papaya L. Cenargen Guatemala

69 CMF157 C. papaya L. Barra do Garcas Mato Grosso - Brasil
70 CMF165 C. papaya L. Bela Vista Mato Grosso do Sul - Brasil
71 CMF182 C. papaya L. Cenargen Brasilia - DF

72 CMF188 C. papaya L. Cenargen Brasilia - DF

73 CMF189 C. papaya L. Cenargen Brasilia - DF

74 CMF191 C. papaya L. Cenargen Brasilia - DF

75 CMF194 C. papaya L. Cenargen Brasilia - DF

76 CMF195 C. papaya L. Cenargen Brasilia - DF

77 CMF219 C. papaya L. Cenargen Brasilia - DF

78 CMF223 C. papaya L. Cenargen Brasilia - DF

79 CMF227 C. papaya L. Cenargen Brasilia - DF
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80 CMF228 C. papaya L. Cenargen Brasilia - DF

81 CMF230 C. papaya L. Fazenda Palmares Porto Seguro - BA

82 CMF232 C. papaya L. Fazenda Bello Fruit Mucuri - BA

83 CMF233 C. papaya L. Fazenda Gondo Nova Vigosa - BA

84 CMF234 C. papaya L. Fazenda Séo Francisco Teixeira de Freitas - BA
85 CMF235 C. papaya L. Fazenda Séo Francisco Teixeira de Freitas - BA
86 CMF-L12-08 |Linhagem PMGM - Brasil

87 CMF-L30-08 |Linhagem PMGM - Brasil

88 CMF-L48-08 |Linhagem PMGM - Brasil

89 CMF-L62-08 |Linhagem PMGM - Brasil

90 CMF-L75-08 |Linhagem PMGM - Brasil

91 CMF-L88-08 |Linhagem PMGM - Brasil

92 CMF-L90-08 |Linhagem PMGM - Brasil

93 Golden Variedade Brasil

94 Sunrise Variedade Brasil

95 Tainung Hibrido Brasil

96 Calimosa Hibrido Brasil

CMF= Centro de Mandioca e Fruticultura; PMGM = Programa de Melhoramento Genético do Mamoeiro.
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2. Relacdo das sequéncias e caracteristicas dos 15 pares de iniciadores de microssatélites selecionados para
caracterizagao dos 96 acessos do BAG-Mamao. Cruz das Almas - BA, 2010.

Loco Forward Reverse Tm (°C) Alelo (pb) Motivos
CP02 AGGCGAAATCGGAAGAGAG CTGGTAAAACGACGATGACG 59 144 (AGG)g
CP10 AAAAATCACAGCACGTATGGTT GAAATTACAAATGGGCAAAAAG 58 183 (TACA)4(TA)o(GA)10
CP16 TCAACTATTTCCCCCGCATA CACCTCCTTGTCCAAAGGTT 60 217 (AT)13
CP21 ATCGACCGAGGAAGGTACG TCAAAAACCCATTGAGTCTGC 60 151 (GT)12
CP31 AAGGGTACGTCATGGAGCA TCTGTCGCCTTTTATACTCTTG 57 153 (AT)s(GT)1o
CP44 TGACAACGAACTACATCCCTA CCTCATGGTTTGTGTACTCCT 56 232 (AT)12
CP49 CCTGAAAGCAACCATTTCTA TCGCTGGAGCTGTAAGAGA 56 201 (AT)12
CP52 GGAAAGATCATAGAAACAGTGG TGCTATCTTGGTTGTCTCTCA 55 196 (AT)10(AG)12
CP61 GGAGTGATGTAAGTGCCTCAT CATGAGCCCTACTCCGAAC 57 205 (AT)12+ (AC)g
CP71 TCCCCAACCTCAAGAAGATAA TTACACCACCATCGCCATC 59 250 (CT)1a
CP80 GTGGCAATGAACTCGGCTA ATCCTCCCTCCACCAACAG 59 219 (TC)12
CP94 TCGCAGAGAAAGAGAAAGCA TCCTCTCACCAGTTATTGGAA 58 169 (AG)12at(AG);
CP95 CAGTCCTTGCAGGCGATTA CTCAACCATTTTTCCTCACCA 60 183 (AG)stg(AG);
CP97 TTTCTGTTACCTCTCTCGGATT GAGATGACAACCATACAGCAA 56 262 (TA)11
CP100 TGATCGCTTTCGCTTCACT GATTTCACTGCCACGGACT 58 294 (GA)11 + (AG)23

Tm (temperatura média)
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Extracdo e amplificacdo do DNA total

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando a técnica de Doyle &
Doyle modificada. A quantidade e qualidade do DNA foram verificadas em gel de
agarose 0,8% corados com brometo de etidio. A concentracdo do DNA das
amostras foi estimada por comparacao visual (intensidade de fluorescéncia) de
fragmentos de DNA com concentracdes conhecidas (DNA fago A a 25, 50, 100 e
250 ng).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas para um volume de 15 l,
contendo: 30,0 ng de DNA genbmico; 1,5 mM de MgCl,; 10 mM Tris/KCI, 100uM
de dNTPs; 0,3mM de cada iniciador e uma Unidade de Taqg polymerase e agua
MilliQ estéril para completar o volume.

As reacdes foram submetidas a 30 ciclos de amplificagdo apds a
desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos. Cada ciclo consistiu de 50 segundos a
94°C, (temperatura de anelamento variando de 55 a 62°C, de acordo com o
iniciador), por 50s, 1 minuto a 72°C e extenséao final a 72°C por 7 minutos. Os
produtos das amplificacdes foram avaliados em géis de agarose 1000 (Invitrogen)
a 3%, corados com brometo de etideo e em géis desnaturantes de poliacrilamida
6% corados com nitrato de prata (Creste et al., 2001). O peso molecular dos locos
polimérficos foi determinado por comparacdo com um padrdo de peso molecular
de 50 pb (New England Biolabs).

Analise dos dados

A matriz de distancia genética foi obtida pelo programa PowerMarker
versao 3.25 (Liu & Muse, 2005), utilizando a distancia de Shared allele (SAD). A
estruturacdo da diversidade genética foi realizada mediante o programa MEGA
4.1 (TAMURA et al. 2007), com o uso do método Neighbor-joining. A estabilidade
dos agrupamentos foi computada por meio da analise de Booststrap com 1.000

reamostragens.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das andlises de agrupamentos estdo representados no
dendograma construido com base na distancia genética, O circulo em vermelho
(“Linha de Fenon”) representa o ponto de referéncia para definir os agrupamentos
(Figura 1).
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Figura 1. Dendograma formado a partir da matriz de distancia de Shared allele
(SAD), utilizando o método Neighbor-joining, com base na distancia
compartilhada de alelos de 15 marcadores microssatélites utilizando 96
acessos de germoplasma do Banco Ativo de Germoplasma de Mamao
(BAG-Mamao) da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. Cruz das
Almas - BA, 2010.

A andlise do dendograma mostra uma pequena distancia genética entre os
acessos CMF097 e CMF092, pertencentes ao grupol4, e uma maior disperséo na

distancia genética entre os acessos dos grupos 6, 16 e 22.
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Ao tracar uma linha de corte no dendograma (“Linha de Fenon”), a uma
distancia genética de 0,22, foram formados 23 agrupamentos e seis acessos nao
agrupados, evidenciando uma ampla diversidade na formacéo dos grupos.

Observa- se que 90,6% dos acessos de germoplasma de mamoeiro
encontram-se abaixo da linha de corte. A alocacdo dos genoétipos dentro dos
grupos foi realizada de acordo com a probabilidade de cada individuo pertencer a
cada um dos grupos.

Com excecéao dos grupos 10 e 15, formado apenas por acessos oriundos
de outros paises, todos 0s outros grupos apresentaram acessos brasileiros,
evidenciando que ndo ha correlacdo entre o padrdo de agrupamento e o pais de
origem dos acessos. Estes dados estdo de acordo com os obtidos por Oliveira et
al. (2010), ao constatarem que 0s acessos brasileiros foram agrupados em todos
os grupos formados. Em contraposicao a estes resultados, Ocampo Pérez et al.
(2007), analisando 72 gendtipos de mamao da regido do Caribe, utilizando 15
marcadores microssatélites, constataram que, com poucas excecodes, eles foram
agrupados de acordo com sua origem geografica.

Seis grupos foram formados apenas por dois acessos (grupos 5, 10, 12,
15, 21 e 22), sendo que os grupos 10 e 15 foram formados exclusivamente por
acessos provenientes da Malasia, Africa do Sul, Costa Rica e Taiwan.

O quarto grupo foi formado por quatro acessos, sendo trés provenientes de
Conceicéo do Almeida-BA (CMF041, CMF043 e CMF044) e um proveniente da
Africa do Sul (CMF104). J4 o sexto grupo foi composto por sete acessos
(CMF012, CMF055, CMF079, CMF049, CMF123, CMF027 e CMF039), sendo um
proveniente da Malasia e outro da Tailandia. Quanto ao sétimo grupo, foi
composto por trés acessos brasileiros (CMF040, CMF047 e CMF045) e dois
acessos estrangeiros (CMF054 e CMF154, provenientes do Havai e da
Guatemala, respectivamente).

Em relacdo as sete linhagens utilizadas na analise, pode-se observar que
foram agrupadas em cinco grupos (grupos 9, 18, 19, 20 e 21), sendo que a L62-
08 permaneceu isolada dos demais acessos.

O grupo 12 foi formado por dois acessos, ambos originarios do Distrito
Federal. O grupo 14 foi constituido por nove acessos (9,36 %), sendo o maior
agrupamento entre os 23 grupos formados. Dentre estes nove acessos um €

proveniente da regido de Cruz das Almas-BA.
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O dltimo grupo, 23, foi dividido em dois subgrupos formados pelos acessos
CMF010 e CMF029, e pelos acessos CMF005 e CMF006.

Por sua vez, os acessos CMF014, CMF020, CMF129 e CMF228,
juntamente com o hibrido Calimosa e a linhagem L62-08, apresentaram-se
distintos dos demais, ndo se encaixando em nenhum grupo.

Estudos semelhantes utilizando marcadores microssatélites também vém
sendo desenvolvidos com outras culturas para avaliar a diversidade genética e
estruturagdo de populagbes. Faleiro et al. (2004), realizaram um estudo da
variabilidade genética em 30 acessos de Theobroma cacao, selecionados para
resisténcia a vassoura-de-bruxa, demonstrando que o0s marcadores
microssatélites sao ferramentas confiaveis para estudo de divergéncia genética,
pois disponibilizam para os pesquisadores dados claros, de facil distincdo e
interpretacdo, além de serem reproduziveis. Gao et al. (2002) verificaram que o0s
microssatélites apresentaram nivel muito alto de diversidade genética na
avaliacdo da estrutura genética de populacdes de arroz, quando comparados com
aloenzimas. Além disso, 0s microssatélites foram mais eficientes do que as
aloenzimas em detectar a diferenciacdo genética na populacéo estudada.

A média da divergéncia genética entre todos os genoétipos estudados,
obtida pela matriz de distancia genética, foi 0,55, e o desvio padrdao da média foi
igual a 0,12.

Baseado na distancia de Shared allele (SAD) entre os 96 acessos, obteve-
se uma similaridade média de 0,45, muito semelhante ao valor 0,48 obtido por
Ocampo Pérez et al. (2007), e inferior ao valor 0,88 obtido por Kim et al. (2002),
no estudo da diversidade genética entre C. papaya a partir de marcadores AFLP
utiizando a distancia de Dice. Dessa forma, os marcadores microssatélites
revelaram um polimorfismo maior do que o0s outros marcadores de DNA
(OCAMPO PEREZ et al.,, 2007), sendo extremamente Uteis na andlise de
parentesco, selecdo assistida, clonagem de genes, formacdo de grupos
heterdticos, identificacdo de duplicatas de acessos e analise de variacdo
molecular em espécies/acessos com base genética estreita como é o caso do
mamoeiro.

Relacdes genéticas entre Carica papaya e espeécies selvagens também
tém sido investigadas. Van Droogenbroeck et al. (2002), utilizando AFLP,

analisaram a diversidade genética entre Carica papaya, oito espécies de
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Vasconcellea e duas de Jacaratia. Foram formados trés grupos principais,
reunindo os acessos em nivel de género, sugerindo que C. papaya divergiu do

resto do género no inicio de sua evolucao.
Mediante analise da Figura 2, observa-se que o coeficiente de correlacéo

de Pearson (r), obtido entre as distancias genéticas e distancia de ligacao, foi de

0,93, revelando um bom ajuste do dendograma.

Z r=0.93
¥ =-0.017 +2.081% RI=87 1%
A
0
1 | | 1 L
0 I I I 1 i
5 ] T 3 9 1

DL

DG = Distancia Genética; DL = Distancia de Ligacdo

Figura 2. Diagrama de dispersao da distancia genética e distancia de ligacao de
96 acessos de mamoeiros do Banco Ativo de Germoplasma de Maméao
(BAG-Maméao) da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF).
Cruz das Almas - BA, 2010.
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CONCLUSOES

A analise do dendograma permitiu a estruturacédo da variabilidade genética

de acessos de mamoeiro em diferentes grupos.

Os grupos 6, 12 e 22 foram os mais distantes, podendo ser explorados em
programas de hibridacdo entre os acessos de mamoeiros avaliados, a partir da

orientacdo de novos cruzamentos, obtencéo de linhagens e sintese de hibridos.

Em geral, os dados gerados com os marcadores microssatélites mostraram
que, apesar da base genética estreita que caracteriza a espécie Carica papaya L.,
a variabilidade foi relativamente alta, passivel de exploracdo nos programas de

melhoramento do mamoeiro.
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CONSIDERACOES FINAIS

O mamoeiro é uma fruteira cultivada em todos os paises tropicais e regides
subtropicais do mundo. No Brasil, seu cultivo concentra-se em variedades
provenientes de dois grupos, Solo e Formosa. Esta estreita base genética implica
em fatores limitantes para a expansao da cultura, a exemplo da vulnerabilidade as
doencas, pragas e variacdes edafoclimaticas.

A ampliacdo da base genética do mamoeiro mediante hibridacdo apos
conhecimento da caracterizacdo e avaliagdo de recursos genéticos existentes
(caracterizacdo fenotipica e molecular, notadamente) € de fundamental
importancia para o conhecimento da diversidade genética na cultura, essencial
para planejamento de estratégias de melhoramento e conservacdo de
germoplasma, além de gerar introgressdo de novos genes de interesse em
variedades cultivadas, liberando uma ampla variabilidade genética nas geracfes
subsequentes (SIQUEIRA et al., 1988). Evidencia-se, portanto, a nhecessidade de
fortalecer os programas de melhoramento genético do mamoeiro (Carica papaya
L.) no Brasil, contribuindo para ampliagdo da base genética atual, gerando novas
variedades e/ou hibridos comerciais para o plantio, que atendam tanto as
exigéncias do mercado nacional quanto do mercado externo (MARIN et al., 2003).

A caracterizacdo molecular permite a discriminacdo de acessos em bancos
ou colecdes de germoplasma, a identificacdo de duplicagbes e a prospeccao da
variabilidade intrinseca ou entre acessos de uma mesma espécie. Os marcadores
moleculares vém sendo uma alternativa excelente para 0 acesso a esse
conhecimento, pois apresentam ampla capacidade de amostragem do genoma
(SILVIA et al., 2006).

Os marcadores microssatélites SSR sdo especialmente importantes, pois
possuem alta reprodutibilidade, simplicidade e a rapidez da técnica, pequena
quantidade de DNA requerida, baixo custo de utilizacdo, grande poder de

resolucao e principalmente a codominancia (BRONDANI et al., 1998; RALLO et
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al., 2000; OLIVEIRA et al., 2006), caracterizando-se como importante ferramenta
pela preciséo e rapidez na manipulacéo da variabilidade genética.

A variabilidade genética pode ser acessada por meio do uso simultaneo de
marcadores moleculares e morfologicos, assegurando a selecdo de gendtipos
com comprovada superioridade. Ambos o0s marcadores sao importantes
ferramentas que se complementam na avaliacdo da variabilidade genética de
determinada populacao, tornando a analise mais completa e precisa.

A caracterizagdo molecular de 96 acessos de mamoeiro com 0 uso de
marcadores microssatélites e posterior avaliacdo do seu potencial de uso na
deteccdo de variacdo genética do BAG-Mamao da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, demonstrou o sucesso dos marcadores moleculares
microssatélites para estudos genéticos em Carica papaya L., além de possibilitar
a definicdo de novas estratégias de conservacdo do germoplasma de mamoeiro.

Os acessos também foram avaliados quanto a estruturacdo da
variabilidade genética, utilizando técnicas de marcadores microssatélites,
comprovando a variabilidade genética existente entre eles através da formacao de
23 agrupamentos e seis acessos ndo agrupados (CMF14, CMF020, CMF129,
Calimosa, CMF228 e a linhagem L62-08), evidenciando uma ampla diversidade
na formacéo dos grupos.

Pode-se concluir que entre os 96 acessos analisados, 23 grupos
mostraram-se divergentes, possuindo variabilidade genética que permite o

potencial uso desses acessos em programas de melhoramento.
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