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IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO E VALIDACAO DE INICIADORES
MINISSATELITES PARA O MAMOEIRO

Autora: Gilmara Alvarenga Fachardo Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Jorge Luiz Loyola Dantas
Coorientador: Prof. Dr. Eder Jorge de Oliveira

Resumo: A identificacdo de polimorfismos em espécies com baixa variabilidade
molecular como o mamoeiro (Carica papaya L.) € um desafio para a pesquisa.
Assim, o objetivo desse estudo foi identificar, caracterizar e validar o polimorfismo
de marcadores minissatélites visando o0 manejo, conservacao e uso dos recursos
genéticos do mamoeiro. O genoma depositado no banco de dados foi utilizado
para identificacdo de locos minissatélites com motivos de 6 a 500 pares de bases
(pb). Foram identificados 1.730 minissatélites com no minimo seis repeticdes
(média de 1 a cada 156Kb), cujo conteido médio de GC foi de 28,84% e média
de 9,27 repeticBes por loco. Motivos com até 20 bases foram os mais frequentes
(71,5%). O polimorfismo de 82 minissatélites foi avaliado em 24 acessos de
mamoeiro e comparado com marcadores microssatélites, cujos resultados
demostraram a presenca de 3,10 e 3,57 alelos por loco, respectivamente. Maior
heterozigosidade esperada (He=0,52), observada (Ho0=0,16), contetdo de
informacao polimérfica (PIC=0,47) e diversidade de Shannon-Wiener (H'=1,10) foi
verificada nos microssatélites em comparacdo com os minissatélites (He=0,42,
Ho=0,11, PIC=0,38 e H=0,85, respectivamente), possivelmente em funcao do
hermafroditismo da maioria dos acessos avaliados. Contudo, a probabilidade de
exclusdo de paternidade e de identidade foi elevada para ambos os marcadores.
Com relacdo a estrutura populacional, ambos marcadores indicaram a
organizacdo do germoplasma em dois grupos (K=2), embora 0s minissatélites
tenham apontado a presenca de uma subestrutura (K=4). Este é um dos primeiros
trabalhos relacionado ao desenvolvimento de minissatélites para 0 mamoeiro,
cujo menor polimorfismo em comparacdo com 0S microssatélites pode ser
compensado pelo melhor poder de discriminagdo dos alelos e maior acuracia na
identificag&o genotipica dos individuos.

Palavras chave: Carica papaya L., melhoramento vegetal, marcadores

moleculares, microssatélites.



IDENTIFICATION, CHARACTERIZATION AND VALIDATION OF PRIMERS
MINISATELLITES FOR PAPAYA

Author: Gilmara Alvarenga Fachardo Oliveira
Adviser: Prof. Dr. Jorge Luiz Loyola Dantas
Coadviser: Prof. Dr. Eder Jorge de Oliveira

Abstract: Identification of polymorphisms in species with low molecular variability,
such as papaya (Carica papaya L.) is a challenge for research. The study aimed to
identify, characterize and validate the polymorphism of minisatellite markers for
the management, conservation and use of papaya’s genetic resources. The
genome deposited in database was used to identify minisatellite loci with motifs of
6-500 base pairs (bp). 1730 minisatellites were identified with at least six
repetitions (in average 1 out of 156KB), whose average GC content was 28.84%
and average of 9.27 repetitions per locus. Motifs with up to 20 bases were the
most common (71.5%). Polymorphism of 82 minisatellites was evaluated in 24
papaya accessions and compared with microsatellite markers, whose results
demonstrated the presence of 3.10 and 3.57 alleles per locus, respectively. Higher
expected heterozygosity (He = 0.52), observed (Ho = 0.16), polymorphic
information content (PIC = 0.47) and Shannon-Wiener diversity (H'= 1.10) was
observed in the microsatellites comparing with the minisatellite (He = 0.42, Ho =
0.11, PIC = 0.38 and H '= 0.85, respectively), possibly due to the hermaphroditism
on most accessions. However, the probability of paternity exclusion and identity
was high for both markers. Regarding population structure, both markers indicated
the organization of germplasm into two groups (K = 2), although the minisatellites
have indicated the presence of a subframe (K = 4). This is one of the first work
related to the development of minisatellite for papaya, whose lower polymorphism
compared to microsatellite may be offset by its best discriminating power of alleles

and greater accuracy in the genotypic identification of individuals.

Keywords: Carica papaya L., plant breeding, molecular markers, microsatellites.



INTRODUCAO

A cultura do mamoeiro

O mamoeiro pertence a classe Dicotyledoneae, subclasse Archichlamydeae,
ordem Violales, subordem Caricineae, familia Caricaceae e género Carica. A
espécie Carica papaya L. € a unica conhecida comercialmente, sendo
considerada uma das principais fruteiras consumidas no mundo (COSTA,;
PACOVA, 2003). Trata-se de uma planta diploide, com 2n = 18 cromossomos
(MING et al., 2008).

Segundo Badillo (1993), o mamoeiro apresenta sistema radicular pivotante
com ramificacdes laterais. O caule € do tipo herbaceo lenhoso, fistuloso nas
regibes dos entrends, suculento, ereto, contendo numerosas cicatrizes foliares,
terminando com um grupo denso de grandes folhas na regido apical. As folhas
sao verdes e alternadas, com grandes limbos foliares. Os peciolos sédo fistulosos
e cilindricos. Os frutos apresentam tamanhos variados, e conforme sua forma sao
classificados como ovdides, esféricos ou piriformes. A cor da polpa pode variar
entre amarela, alaranjada ou avermelhada e o tamanho das sementes varia de 5
a 7 mm. O embrido é reto, com cotilédones ovéides e achatados, circundados por
endosperma carnoso, rico em acidos graxos. A germinacao é relativamente rapida
e epigea.

Seu cultivo ocorre principalmente em regides tropicais e subtropicais
(BADILLO, 2000). Contudo, cinco paises se destacam na producédo da fruta,
sendo eles a india, o Brasil, a Indonésia, a Nigéria e 0 México. Em uma estimativa
global, realizada em 2013, a produgdo mundial chegou a 11,5 milhdes de
toneladas, sendo que no Brasil foram plantados 35.531 hectares, chegando a
uma producédo de 1,85 milhdo de toneladas (FAO, 2013).

A exploracdo comercial do mamoeiro no Brasil teve inicio no estado de Séo
Paulo, nos anos 60 (RUGGIERO et al., 2011). A grande demanda pela fruta



contribuiu para que o cultivo se expandisse para diversos estados. Atualmente, o
mamoeiro € cultivado em quase todo o territério brasileiro.

Os elementos climaticos que mais influenciam o cultivo do mamoeiro sao a
disponibilidade de agua, temperatura e umidade relativa do ar. A cultura
apresenta um bom desenvolvimento em locais com precipitacdo pluviométrica de
1.500 mm anuais, bem distribuidas, temperatura média anual de 25°C e umidade
relativa entre 60% e 85%. Os solos de textura média, profundos, permeaveis e
com bom teor de matéria organica sdo os mais indicados para plantio (MAPA,
2011).

Segundo dados do IBGE (2013), o rendimento médio de uma lavoura de
mamoeiro no Brasil é de 48,47 t ha™*. A sua producéo é concentrada nos Estados
do Espirito Santo e da Bahia, onde a produtividade média das lavouras, em 2012,
chegou a 68,50 t ha™ e 58,74 t ha™, respectivamente.

Apesar de ser um grande produtor de maméo, a participacdo brasileira na
exportacdo ainda estd muito aguém do desejado, pois a quantidade que foi
colocada no mercado internacional em 2010 corresponde a 1,45% da producao
nacional (SOUZA, 2013). Isso ocorre, principalmente, devido ao grande consumo
da fruta no pais.

O crescimento do agronegoécio do mamao no Brasil, ao longo dos anos, tem
sido favorecido por um desenvolvimento tecnolégico crescente e isso aumenta o
potencial brasileiro de exportacdo da fruta. Entretanto, ainda existem muitos
entraves que influenciam na expansao da cultura, a exemplo das doencas e das
poucas cultivares disponiveis para plantio que atendam as exigéncias dos
mercados interno e externo.

As variedades de mamoeiro mais exploradas comercialmente no Brasil
pertencem aos grupos Solo e Formosa. As variedades do grupo Solo sao
representadas por linhagens (Sunrise Solo e Golden), enquanto as variedades do
grupo Formosa correspondem a hibridos F; (Tainung n° 1 e Calimosa). Os frutos
produzidos por essas variedades apresentam polpa avermelhada, mas diferem no
tamanho do fruto. As variedades do grupo Formosa produzem frutos meédios e
sdo mais adequadas a comercializacdo no mercado interno, enquanto que as do
grupo Solo produzem frutos de tamanho pequeno, sendo preferidos para
exportacao (DANTAS; OLIVEIRA, 2009).



Devido ao limitado nimero de cultivares plantadas nas principais regides
produtoras, a cultura do mamoeiro apresenta uma base genética estreita
(DANTAS; LIMA, 2001). Assim, a sustentabilidade e expansdo das lavouras
dependem do surgimento de novas variedades, o que se torna possivel com a

ampliacdo e melhor uso dos recursos geneéticos.

Biologia reprodutiva

O mamoeiro possui trés formas florais tipicas: flores masculinas, femininas e
hermafroditas, que d&o origem a plantas masculinas (andrdicas), plantas
femininas (gindica) e plantas hermafroditas (andromondica), respectivamente,
conforme Figura 1 (MEDINA; CORDEIRO, 1994).

Figura 1: Formas florais do mamoeiro: flores masculinas (A), femininas (B) e

hermafroditas (C).

O sexo das flores determina os diferentes formatos dos frutos do mamoeiro.
As plantas masculinas ndo produzem frutos e quando o fazem, ndo apresentam
valor comercial. As plantas femininas geram frutos de formato arredondado ou
ligeiramente ovalados, de baixo valor comercial. J& as plantas hermafroditas
produzem frutos valorizados no mercado, sendo estas utilizadas na maioria dos
plantios comerciais (COSTA; PACOVA, 2003).

Segundo Dantas e Castro Neto (2000), existem varios tipos de flores
hermafroditas, a exemplo da pentandra, intermediaria e elongata. A flor
hermafrodita do tipo elongata € responsavel pela producéo dos frutos com maior
valor comercial. Esse tipo de flor apresenta diametro pequeno, sempre em
racimos de pedunculos curtos e corola gamopétala, com tubo tdo longo quanto as
pétalas. Os estames séo todos funcionais, em numero de dez, 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 os ovarios alargados na base,



com diametro muito menor que o da flor pistilada. O fruto apresenta formato
alongado e com cavidade interna pequena em relagdo a polpa.

A expressao sexual nas plantas € controlada por um unico gene, com trés
formas alélicas (m, M1 e M2). As plantas femininas sdo geneticamente
homozigotas para o alelo m e as plantas masculinas e hermafroditas sao
heterozigotas para os alelos M1 e M2, respectivamente, formando as
combinagfes: mm (plantas femininas), M1m (plantas masculinas) e M2m (plantas
hermafroditas) As combinagbes M1M1 e M2M2 ndo existem porque sao letais
zigoticos (HOFMEYR, 1967).

Contudo, sdo possiveis quatro tipos de cruzamento. O cruzamento entre flor
feminina x flor masculina produzira sementes que irdo originar 50% de plantas
masculinas e 50% de plantas femininas, aproximadamente. No cruzamento entre
flor hermafrodita x flor feminina, as sementes produzidas dever&do dar origem a
50% de plantas hermafroditas e 50% de plantas femininas. As sementes oriundas
do cruzamento entre flor masculina x flor hermafrodita produzirdo uma geracéo de
descendentes em uma proporcdo de aproximadamente 33% de plantas
hermafroditas, 33% de plantas masculinas e 33% de plantas femininas. J& no
cruzamento entre flores hermafroditas, ou seja, quando ocorre autofecundacéo, é
esperado que as sementes produzam mamoeiros na propor¢do de 2:1 entre
plantas hermafroditas e femininas. Assim, esse tipo de cruzamento é o desejavel
em condicbes de cultivos comerciais, pois os frutos produzidos pelas plantas
hermafroditas apresentam caracteristicas que agradam o consumidor.

A identificacdo do sexo das plantas s6 é feita na época do primeiro
florescimento, que ocorre por volta de 4 meses apdés o plantio. Com isso, 0s
produtores precisam triplicar o nimero de mudas no campo, para possibilitar a
sexagem, com intuito de deixar apenas uma planta hermafrodita por cova. No
entanto, esta estratégia aumenta a competicdo entre as plantas nas fases iniciais
de seu desenvolvimento e eleva o custo de producao da cultura (ARANGO et al.,
2008).

Recursos genéticos de Carica papaya L.

O mamoeiro é uma planta tipicamente tropical, com seu centro de origem na
Bacia Amazonica Superior, onde sua diversidade genética € maxima (BADILLO,
1993).



A familia Caricaceae abrange 35 espécies distribuidas em seis géneros,
sendo Carica (1 espécie), Horovitzia (1 espécie), Jacaratia (7 espécies), Jarilla (3
espécies) e Vasconcellea (21 espécies) originarios das Américas do Sul e Central,
enquanto o género Cylicomorpha (2 espécies) pertence ao continente africano
(VAN DROOGENBROECK et al., 2004).

De todas as espécies existentes na familia Caricaceae, apenas C. papaya L.
possui importancia comercial significativa. Por outro lado, as espécies
pertencentes ao género Vasconcellea sdo consideradas importantes repositorios
de genes de interesse ao melhoramento do mamoeiro, principalmente em relacao
a resisténcia a doencas (DREW et al., 1998). O Equador é o principal centro de
diversidade do género, onde estdo cerca de 70% das espécies descritas de
Vasconcellea (VAN DEN EYNDEN et al., 1999). Assim, a preservacgao, avaliacdo
e caracterizacdo desses recursos genéticos sao essenciais para a
sustentabilidade da cultura.

Mediante expedicbes de coletas realizadas pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura (CNPMF), em parceria com a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cenargen), em 1995 teve inicio a formagdo do Banco Ativo de
Germoplasma de Mamao (BAG- Maméo) da Embrapa.

Atualmente, o maior BAG-Mamao do Brasil pertence a Embrapa Mandioca e
Fruticultura e fica localizado em Cruz das Almas - BA. Possui quatro espécies
(Carica papaya, Vasconcellea cauliflora, Vasconcellea quercifolia e Jacaratia
spinosa), compreendidas em 104 acessos de C. papaya, 1 acesso de V.
cauliflora, 1 acesso de V. quercifolia e 3 acessos de J. spinosa. A conservacao
dos acessos é feita sob condi¢cbes de campo e por meio de armazenamento de
sementes em camara fria (10°C).

Para que os programas de melhoramento tenham material basico para o
desenvolvimento de novas variedades, faz-se necessario conhecer a diversidade
genética existente entre os acessos que compdem o banco de germoplasma
(PEREIRA; PEREIRA, 2006). Com a caracterizacdo dos acessos, pode-se
quantificar a diversidade genética, analisar as relacdes genéticas existentes entre
0S genotipos, aléem de direcionar cruzamentos visando explorar a heterose
encontrada, que contribuird para a sustentabilidade da cultura do mamoeiro e
preservacdo da variabilidade genética existente na familia Caricaceae (DANTAS



et al.,, 1999). De posse de uma maior variabilidade genética surgem novas
perspectivas para os trabalhos.

Ferramentas moleculares aplicadas a recursos genéticos e melhoramento
do mamoeiro

Todo programa de melhoramento de plantas tem como objetivo principal
reunir em um genaotipo as caracteristicas desejaveis, de interesse comercial. Para
tanto, é importante que se conheca o potencial do germoplasma disponivel para
uma melhor exploragao da sua diversidade.

A identificacdo das caracteristicas de interesse era, a principio, realizada por
meio de marcadores morfolégicos baseados em caracteres fenotipicos. Porém,
estes sao facilmente influenciados pelo ambiente e tornam-se impraticaveis na
andlise de um grande numero de plantas.

Com a evolugdo da genética molecular, surgiram os marcadores moleculares
permitindo a identificacdo direta dos genotipos em nivel de DNA, superando
grande parte das limitacbes das analises fenotipicas (ALZATE-MARIN et al.,
2005). Assim, os marcadores moleculares vém ganhando espaco nos programas
de melhoramento genético de mamoeiro e o seu uso pode auxiliar os métodos
classicos de melhoramento genético em diversos aspectos. Dentre as principais
aplicacdes pode-se destacar a caracterizacdo de variedades e acessos de
germoplasma, estudos de diversidade genética (MUHLEN et al., 2000), selecéo
assistida (ALZATI-MARIN et al., 2005) e construgdao de mapas (CHEN et al.,
2007). Contudo, diversos tipos de marcadores podem ser utilizados para
caracterizagdo do banco de germoplasma de mamoeiro, permitindo quantificar a
diversidade genética dos acessos e analisar as relagbes genéticas existentes
entre os genotipos. O seu uso pode auxiliar os procedimentos classicos de
melhoramento genético, permitindo maior versatilidade e dinamismo aos métodos
convencionais amplamente utilizados na cultura.

Stiles et al. (1993) realizaram um estudo com 11 marcadores moleculares do
tipo RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) para avaliar relacdes
genéticas existentes entre 10 cultivares de mamoeiro (Carica papaya L.). Os
resultados indentificaram polimorfismo suficiente para distinguir todas as
variedades, indicando ser uma técnica pratica, rapida e sensivel para analise

gendmica. Porém, estes marcadores sdo considerados dominantes e possuem



como desvantagens o baixo contetdo de informacdo genético por loco, a nédo
discriminagdo entre genodtipos homozigotos e heterozigotos e resultados
ambiguos.

Estimativas detalhadas sobre as rela¢cdes genéticas entre cultivares de Carica
papaya L., linhagens oriundas de bancos de germoplasma ndo melhorado e seis
outras espécies pertencentes ao género Carica foram obtidas com o uso de 186
marcadores do tipo AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (KIM et al.,
2002). Entretanto, além das desvantagens dos marcadores dominantes trata-se
de uma técnica que envolve um numero grande de etapas, necessitando de uma
grande quantidade de reagentes e de um DNA de alto nivel de pureza para
garantir a digestdo completa pelas enzimas de restricdo (VOS et al., 1995).

Entre os diversos tipos de marcadores disponiveis, 0s microssatélites ou SSR
(Simple Sequence Repeats) merecem destague, pois apresentam como
vantagens a visualizacdo de ambos os alelos de um individuo heterozigoto,
elevado conteudo de informacdo polimérfico, alta reprodutividade, rapidez e
simplicidade da técnica, baixo custo de utilizacdo e grande poder de resolucdo
(OLIVEIRA et al., 2006).

Santos et al. (2003) utilizaram 32 marcadores microssatélites em 20 plantas
hermafroditas e 20 femininas de diferentes cultivares de mamoeiro para analisar a
eficiéncia da autofecundacdo e a frequéncia dos sexos nas progénies. Os
resultados mostraram que grande parte das plantas hermafroditas, apés
autofecundacgéo, produziram uma propor¢cao de 2 plantas hermafroditas para 1
planta feminina e que problemas com a autopolinizagdo, como a fixagdo incorreta
e queda dos sacos de protecdo dos botbes florais, bem como a polinizacéo
cruzada com a ajuda de agentes polinizadores podem alterar essa proporcao.

Ocampo Pérez et al. (2007) realizaram um estudo onde 15 marcadores do tipo
microssatélites foram utilizados para analisar a diversidade genética existente
entre 72 acessos de mamoeiro, distribuidos entre 13 regibes geogréficas.
Observou-se que os marcadores microssatélites sdo mais informativos quando
comparado com outros marcadores de DNA utilizados em trabalhos com a cultura
do mamoeiro e que ndo houve diferenciacdo entre os individuos selvagens e
cultivados, confirmando a introgressdo observada entre maméao silvestre e

cultivado, j4 observada com descritores morfologicos e isoenzimaticos.



Marcadores microssatélites também foram utilizados por Chen et al. (2007)
para construcdo de um mapa genético para 0 mamoeiro e por Oliveira et al.
(2012) com objetivo de desenvolver novas linhagens de mamoeiros e categorizar
as linhagens em grupos uteis com base nos perfis moleculares e caracteristicas
agronémicas.

Contudo, o mamoeiro ainda apresenta uma base genética estreita e as
técnicas atualmente disponiveis séo incapazes de gerar grandes informacdes
moleculares. Diante dessa realidade, se faz necessério a utilizacdo de diferentes
tipos de marcadores moleculares, a exemplo de marcadores do tipo minissatélite,
gue apresentem alta capacidade de identificacdo de polimorfismos.

Marcadores Minissatélites

Sequéncias repetitivas de DNA sé&o abundantes no genoma dos eucariotos,
exercendo importante influéncia na sua evolugcdo (MAKALOWSKI, 2000). Podem
estar dispersas no genoma como os elementos moéveis, chamados transposons e
retrotransposons ou organizadas em tandem como os satélites, os minissatélites
e 0s microssatélites (COSTA; MARTINS, 2010).

Os microssatélites e os minissatélites sdo diferenciados pelo tamanho em
pares de base, onde os microssatélites sdo formados por sequéncias de motivos
curtos de 2-5 pb, segundo Chistiakov et al. (2006) e 1-6 pb, conforme Toth et al.
(2000), enquanto minissatélites sdo feitos de motivos mais longos (6-100
nucleotideos) (BARROS et al., 2008).

Os marcadores do tipo minissatélites sdo loco especifico, codominantes e
multialélicos, podendo ser utilizados em estudos de diversidade genética, analises
filogenéticas e fingerprinting de variedades (OLIVEIRA et al.,2008). De acordo
com Jeffreys et al. (1985), o polimorfismo encontrado neste marcador é baseado
nas diferencas em nimero de sequéncias repetitivas e segundo Debrauwere et al.
(1997) sao instaveis devido a eventos de recombinacdo meidtica.

Existem poucos trabalhos envolvendo marcadores do tipo minissatélites
disponiveis na literatura. Aqueles encontrados visam estudos evolutivos
(SYKOROVA et al, 2006; HONMA et al, 2011), diversidade genética
(CAVAGNARO et al., 2010), fingerprinting molecular (DENOEUD et al., 2003),
andlise de expressdo génica (ESPLEY et al.,, 2009) e mapeamento genético
(GUSTAFSON e YANO, 2000; ZAKRZEWSKI et al., 2010).



Com o sequenciamento do mamoeiro aliado ao uso da bioinformatica é
possivel o desenvolvimento de novas ferramentas moleculares, ainda limitadas
para a cultura do mamoeiro, com maior cobertura do genoma, como € o caso dos
minissatélites.

Esse tipo de marcador pode ser desenvolvido, de forma mais rapida e pratica,
a partir de pesquisas em base de dados e em outras abordagens in silico, como
aguelas ja realizadas para o desenvolvimento de marcadores microssatélites
(GUPTA et al., 2010). O desenvolvimento de marcadores altamente informativos e
codominantes como 0s minissatélites pode contribuir para a caracterizacao da
variabilidade genética, cujas informac¢Bes auxiliam nas respostas aos programas
de melhoramento, aos principais problemas agronémicos da cultura e na

implementacéo da selecéo assistida por marcadores.
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE INICIADORES MINISSATELITES
PARA O MAMOEIRO

Resumo: Enquanto marcadores microssatélites estdo bem descritos,
minissatélites sdo pouco explorados. Assim, este trabalho objetivou identificar,
caracterizar e validar locos minissatélites para o mamoeiro (Carica papaya L.). O
genoma do mamoeiro compreendendo 330 Mb foi utilizado para mineracdo de
minissatélites com motivos variando de 6 a 500 pares de bases (pb), com no
minimo seis repeti¢cdes, e em seguida 82 locos foram validados em um conjunto
de 24 acessos. No total foram identificados 1.730 locos de minissatélites
presentes em 695 sequéncias, com média de um minissatélite a cada 156 Kb. A
variacdo do conteudo GC foi de 0,00 a 83,84%, com média de 28,84%, indicando
que os minissatélites do mamoeiro sédo ricos em AT. Motivos com até 20 bases
representaram 71,5% dos marcadores. Além disso, a variacdo no numero de
repeticbes dos motivos foi de 6 a 186 repeticdes, com média de 9,27 repeticbes
por minissatélite. Independentemente da classificacdo, a frequéncia dos
minissatélites diminuiu com o aumento no numero de unidades de repeticao.
Quarenta e nove por cento dos locos validados foram polimérficos, cujo numero
de alelos (Na) variou de 2 a 7, com média de 3,10. Os valores médios do
conteudo de informacdo polimérfica (PIC) heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho) foram de 0,38, 0,43 e 0,11, respectivamente. N&do foram
observadas correlagBes significativas entre tamanho dos motivos, nimero de
repeticdes e conteudo GC dos minissatélites com os parametros de diversidade
genética, a exemplo do Na, He e PIC. Este estudo demonstra claramente o
polimorfismo e a potencialidade de uso dos minissatélites na deteccdo de
variacdes genéticas intraespecificas em C. papaya, Uteis para fins de manejo dos

recursos genéticos e melhoramento de plantas.

Palavras chave: Carica papaya L.; numero variavel de sequéncias repetidas

(VNTR); marcador molecular; diversidade genética; melhoramento.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF MINISATELLITES PRIMERS FOR
PAPAYA

Abstract: While microsatellite markers are well described, there are few studies
on minisatellite. This study aimed to identify, characterize and validate
minisatellites loci for papaya (Carica papaya L.). The length of papaya genome
comprising 330 Mb was used for mining minisatellites with motifs ranging 6-500
base pairs (bp), with at least six replicates and 82 loci were validated in a set of 24
accessions. 1730 minisatellites loci were identified in total, present in 695
sequences with an average of a minisatellite every 156 Kb. The variation of GC
content was 0.00 to 83.84%, with an average of 28.84%, indicating that the
papaya minisatellites are rich in AT. Motifs with up to 20 bases represented 71.5%
of the markers. In addition, the variation on the number of motif's repetitions was
6-186 repetitions, with 9.27 mean repetitions per minisatellites. Regardless the
classification, the minisatellite frequency decreased with the increase on the
number of repeating units. Forty-nine percent of validated loci were polymorphic,
the number of alleles (NA) ranged from 2 to 7, with a mean of 3.10. The average
values of polymorphic information content (PIC), expected heterozygosity (He) and
observed (Ho) were 0.38, 0.43 and 0.11, respectively. No significant correlations
were observed among size of motifs, number of repetitions and GC content of
minisatellites with genetic diversity parameters such as the NA, He and PIC. This
study clearly demonstrates the polymorphism and the potential use of
minisatellites in the detection of intraspecific genetic variations in C. papaya. The

results are useful for handling purposes of genetic resources and plant breeding.

Keywords: Carica papaya L.; variable number of tandem repeats (VNTR);

molecular marker; genetic diversity; breeding.
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INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma cultura de expressiva importancia
para o Brasil, por ser considerado um dos principais produtores mundiais da fruta,
com producao de 1,85 milhdo de toneladas em 2013 e participagdo com 16,09%
do mercado mundial (FAO, 2013). O restrito numero de variedades exploradas
comercialmente no Brasil pertence aos grupos Solo e Formosa. A reduzida oferta
de variedades de mamoeiro com desempenho agrondmico superior em relacdo a
atributos produtivos, resisténcia a doencas e qualidade de frutos contribui para a
baixa produtividade nacional que é de 49,0 t.ha™ (IBGE, 2013) em comparaGao
com o potencial produtivo da cultura, acima de 150 t.ha™ (SHIVAKUMAR et al.,
2012).

Para o desenvolvimento de novas variedades de mamoeiro é preciso investir
na caracterizacdo e avaliacdo dos recursos genéticos da espécie, com intuito de
introduzir variabilidade genética adicional nos plantios comerciais. A quantificacdo
da diversidade e andlise das relacbes genéticas entre acessos permite que o
melhorista direcione os cruzamentos para maximizacdo dos ganhos genéticos nas
populacdes segregantes.

A variabilidade genética pode ser avaliada utilizando descritores morfo-
agrondmicos e dados moleculares. Descritores morfo-agrondbmicos sao
ferramentas (teis para uma avaliacdo preliminar do germoplasma, porque
permitem uma visdo rapida da diversidade disponivel (RAGHU et al., 2007).
Entretanto, embora com numero limitado, apenas descritores qualitativos
possuem heranca simples e permitem inferéncias confidveis sobre a variabilidade
dos acessos. Por outro lado, descritores quantitativos sdo especialmente
importantes na avaliacdo do potencial agronémico do germoplasma. No entanto,
este tipo de descritor mostra uma natureza genética complexa e sofre muita
influéncia ambiental, tendo assim algumas restricées para estudos de diversidade.

Em contraste, marcadores de DNA revelam diferencas genotipicas de forma mais
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eficiente do que os descritores morfo-agronbmicos, sobretudo por serem
invariaveis a influéncias ambientais e ndo mudarem sua configuracao durante o
ciclo de desenvolvimento da planta (KIM et al., 2002; JESUS et al., 2013).

Diversos tipos de marcadores podem ser utilizados para caracterizacdo do
germoplasma de mamoeiro, permitindo quantificar a diversidade genética dos
acessos e analisar as relagfes genéticas existentes. Estudos relacionados a
analise de diversidade genética no mamoeiro foram realizados com uso de
marcadores dominantes e codominantes, como os RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA) (STILES et al., 1993); AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (KIM et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2011); SSR (Simple Sequence
Repeats) (OCAMPO PEREZ et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010; ASUDI et al.,
2013; MATOS et al., 2013). De modo geral, marcadores codominantes possuem
uma maior capacidade de revelar polimorfismos quando comparado a outros
marcadores de DNA (OCAMPO PEREZ et al., 2007). Contudo, 0 mamoeiro ainda
apresenta uma base genética bastante estreita, que associada a baixa
capacidade de geracao de informacdes moleculares com as técnicas atualmente
disponiveis, resulta na subutilizacdo destas ferramentas gendmicas na
conservacdo e uso do germoplasma. Assim, é preciso investir esforcos em
diferentes tipos de marcadores moleculares que apresentem alta capacidade de
geracao de polimorfismos, a exemplo de marcadores minissatélites.

Minissatélites ou Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) séo definidos
como sequéncias repetidas em tandem (6 a 100 pares de bases - pb). O
polimorfismo destes marcadores esta relacionado a variagbes no numero de
fragmentos e na capacidade dos motivos de minissatélites hibridizar com
diferentes locos com algum grau de similaridade ao longo do genoma
(VERGNAUD; DENOEUD, 2000). Isto torna os minissatélites uma poderosa
ferramenta nas mais diversas analises genéticas. Apesar disso, inicialmente a
deteccdo de locos de minissatélites era uma técnica pouco atrativa, em funcao de
ser extremamente laboriosa por utilizar os mesmos principios da técnica de
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), que envolve digestdo do DNA
por enzimas de restricdo, transferéncia para membranas de nylon, hibridizacao
com sondas e visualizagdo por autorradiografia (JEFFREYS et al., 1985).

Vantagens inerentes a técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) era um

atrativo para o desenvolvimento de solu¢des inovadoras para exploracdo do



19

polimorfismo dos minissatélites. Porém, considerando a necessidade de
conhecimento das sequéncias dos minissatélites para a realizacdo de
amplificacbes especificas (loco-especifico) via PCR e a indisponibilidade de
sequéncias gendmicas depositadas em bancos de dados, Heath et al. (1993)
desenvolveram uma técnica denominada Direct Amplification of Minisatellite-
region DNA (DAMD), que utiliza um anico iniciador para amplificacdo dos locos de
minissatélites. Isto foi possivel porque cada loco minissatélite possui uma regiao
curta, altamente conservada, conhecida como uma sequéncia nucleo (JEFFREYS
et al., 1985), que pode ser utilizada como iniciador para a PCR. Esta metodologia
tem sido utilizada em diversos grupos de peixes e aves (HEATH et al., 1993),
amoreira (BHATTACHARYA et al., 2005) e espécies de Salvia (INCE; KARACA et
al., 2012). Contudo, trata-se de uma técnica multiloco (marcador dominante), que
possui como principal desvantagem a incapacidade de distincdo dos individuos
homozigoticos e heterozigticos e obtencao direta das frequéncias de alelos em
cada loco. Além disso, a natureza molecular do polimorfismo ndo é completa, pois
mutacBes de ponto, delecdes e insercdes nos sitios de ligacdo dos iniciadores
podem impedir sua ligacado e amplificacdo do fragmento desejado. Por outro lado,
o conhecimento do genoma da espécie permite o desenvolvimento de
minissatélites loco-especifico (codominantes), a exemplo dos resultados obtidos
com espécies de Oryza e Brassica (HONMA et al, 2011) e em humanos
(DENOEUD et al.,, 2003). Além das vantagens inerentes dos marcadores
codominantes, diferentemente dos marcadores microssatélites, cujos motivos
variam de 2-5 pb segundo Chistiakov et al. (2006) e entre 1-6 pb conforme Toth
et al. (2000), os motivos dos minissatélites sdo mais longos (> 6 bases -
VERGNAUD; DENOEUD, 2000) e com isso podem ser separados e visualizados
por eletroforese em gel de agarose convencional (ECKERT et al., 2005; BALLY et
al.,, 2010), dispensando equipamentos mais sofisticados de separacdo e
visualizag&o dos fragmentos.

Recentemente, com o sequenciamento do genoma do mamoeiro (MING et
al., 2008) e a consequente disponibilidade de sequéncias de DNA nos mais
diversos bancos de dados (NCBI e Phytozome), sao ilimitadas as oportunidades
para a identificacdo de novos marcadores moleculares pela estratégia de
exploracdo desses bancos. Apesar das vantagens dos minissatélites e do avanco

das pesquisas nas areas de biologia molecular e gendmica, marcadores
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codominantes como o0s minissatélites tém sido pouco explorados para o
desenvolvimento de estudos genéticos na cultura do mamoeiro (OLIVEIRA et al.,
2008).

A mineracdo de dados tem sido rotineiramente utilizada para a identificacéo
de sequéncias repetidas em tandem, a exemplo dos microssatélites (EUSTICE et
al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008; CAVAGNARO et al., 2010; JAIN et al., 2014). De
forma analoga, as sequéncias gendmicas representam uma excelente alternativa
para o desenho de um grande nimero de iniciadores minissatélites para a cultura
do mamoeiro, a exemplo do que tem sido feito em humanos (DENOEUD et al.,
2003), fungos (JEDRYCZKA et al., 2010) e outras plantas (BASTIEN et al., 2003;
ZAKRZEWSKI et al., 2010; HONMA et al., 2011).

O desenvolvimento desses marcadores pode contribuir para aumentar o
nivel de deteccdo de polimorfismo molecular dentro e entre acessos de
mamoeiro, sendo uma importante ferramenta para andlises genéticas da espécie,
que é caracterizada por possuir elevada endogamia e baixo nivel de polimorfismo
fenotipico e molecular. Portanto, este trabalho objetivou a identificacdo e
caracterizacdo de marcadores do tipo minissatélites via mineragdo do genoma,
bem como a validacdo desses iniciadores em gendtipos de mamoeiro para
determinacao da sua potencialidade para as mais diversas analises genéticas na

espécie.

MATERIAL E METODOS

Sequéncias genbmicas

O genoma da variedade ‘SunUp’, transgénica com resisténcia ao virus da
mancha-anelar do mamoeiro, sequenciada por Ming et al. (2008), foi utilizado
para a mineracdo em busca de sequéncias de minissatélites. O genoma anotado
esta disponibilizado no US Department of Energy’s Joint Genome Institute
(USDOE JGI) no sitio http://www.phytozome.net/papaya.php. As sequéncias

abrangem aproximadamente 330 Mb distribuidas em 5.809 contigs.

Deteccdo dos minissatélites e desenho dos iniciadores
As sequéncias foram obtidas em formato FASTA e em seguida analisadas
pelo programa Tandem Repeats Finder - TRF (BENSON, 1999) para localizacdo
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de sequéncias repetidas que caracterizam minissatélites, utilizando os seguintes
parametros: peso 2, 5 e 7 para match, mismatch e indels, respectivamente;
escore minimo de alinhamento para deteccdo do minissatélite (30) e tamanho
maximo do motivo (500). Foram analisados motivos de minissatélites com
variacdo de 6 a 500 bases, com no minimo seis repeticdes dos minissatélites e
acima de 70% de coincidéncias na sequéncia.

Oitenta e dois minissatélites foram escolhidos aleatoriamente para desenho
e validacdo em acessos de mamoeiro. Os iniciadores foram desenhados
utiizando o software Primer 3 v.4.0 (ROZEN; SKALETSKY, 2000), com a
temperatura de anelamento variando de 50°C a 60°C, com diferenca maxima de
3°C entre os pares de iniciadores, comprimento do iniciador (pb): 18- 22 bases, e
conteudo GC entre 40 e 60%. Para os demais parametros utilizou-se os valores

padrao do programa.

Material genético

Inicialmente foram utilizados dois gendtipos de mamoeiro (Calimosa e
Sunrise Solo) para otimizacdo das melhores condi¢des de reacdo e amplificacao
dos locos de minissatélites e em seguida 24 acessos pertencentes ao BAG-
Mamao da Embrapa Mandioca e Fruticultura, selecionados aleatoriamente, foram

utilizados para a caracterizacao do polimorfismo dos minissatélites (Tabela 1).

Extracdo e quantificagdo do DNA gendmico

Amostras de folhas jovens dos acessos utilizados no estudo foram
coletadas, identificadas e armazenadas em ultra freezer a -80°C. O DNA dos
acessos foi extraido utilizando o protocolo com CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio) descrito por Doyle & Doyle (1990), com pequenos ajustes.

A quantificacdo do DNA foi realizada apds eletroforese (3 Volts/cm) de
aliguotas de cada amostra, comparando-as com uma série de concentracdes
conhecidas de DNA do fago Lambda (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA), realizada
em géis de agarose a 1,0% (p/v) e tampéao de corrida TBE (0,89M Tris, pH 8,0;
0,89M &cido bdrico; 0,02M EDTA), pH 8,1 na concentracdo de 0,5x. A
concentracdo de DNA foi estimada a partir da comparagdo visual das
intensidades das bandas, reveladas pela coloracdo com brometo de etideo (10

mg/ml™). Posteriormente, o DNA de trabalho foi padronizado para 2,5 ng/pL™.
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Tabela 1. Origem e descricAo dos acessos de mamoeiro utilizados na

caracterizagdo dos marcadores minissatélites.

Acessos Origem Germoplasma Tipo do fruto Sistema reprodutivo
CMF008 Malasia Melhorado Formosa Ginodibico
CMF011 Costa Rica Nao melhorado Formosa Ginodidico
CMFO017 Taiwan Nao melhorado Formosa Ginodidico
CMF024 Costa Rica Cultivar Formosa Ginodibico
CMF038 Brasil Melhorado Comum Ginodidico
CMF054 Havai N&o melhorado Solo Ginodibico
CMF068 Brasil Melhorado Formosa Ginodibico
CMF082 Africa do Sul Melhorado Solo Ginodidico
CMF102 Brasil N&o melhorado Comum Ginodibico
CMF108 Africa do Sul Melhorado Comum Ginodidico
CMF115 Africa do Sul Melhorado Comum Ginodidico
CMF123 Tailandia Cultivar Formosa Ginodibico
CMF125 Havai Melhorado Comum Ginodidico
CMF128 Brasil Cultivar Solo Ginodibico
CMF129 Brasil N&ao melhorado Formosa Ginodibico
CMF134 Brasil Nao melhorado Comum Didico
CMF135 Brasil N&ao melhorado Comum Ginodibico
CMF138 Brasil Melhorado Solo Ginodidico
CMF142 Brasil Melhorado Formosa Ginodidico
CMF143 Brasil Melhorado Solo Ginodibico
CMF147 Brasil Melhorado Solo Ginodidico
CMF157 Brasil N&o melhorado Comum Didico
CMF165 Brasil N&o melhorado Comum Didico
CMF189 Brasil N&ao melhorado Formosa Didico

Otimizacéo e genotipagem dos iniciadores de minissatélites

Para otimizacdo dos locos de minissatélites, as reagcfes de PCR foram
realizadas utilizando dois genétipos de mamoeiro (Calimosa e Sunrise Solo) em
volume final de 15 pL, contendo 10 ng de DNA, 0,2 mM dos iniciadores, 0,2 mM
de dNTPs e 0,5 U de Tag DNA Polimerase (Ludwig Biotec, Alvorada, Brasil), em
diferentes temperaturas, concentracdes de cloreto de magnésio e de tampéao de
PCR. As amplificacbes, em diferentes condi¢bes, foram conduzidas em
termociclador Veriti® 96-Well (Applied Biosystems, Foster City CA, EUA), e seus
produtos separados por eletroforese em gel de agarose (Invitrogen, Carlsbad CA,
EUA) a 2% (peso/volume), corados com brometo de etidio (10mg/mL) e

visualizados em luz UV.
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Apbs a determinacao das melhores condi¢cdes de amplificacdo dos locos de
minissatélites via PCR, foi realizada a genotipagem dos 24 acessos de
germoplasma visando determinar o potencial de deteccdo de polimorfismo dos
minissatélites. Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1000 (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA) a 3% (peso/volume), corados
com brometo de etidio (10mg/mL), visualizados no equipamento Carestream Gel
Logic 212 PRO (Kodak, Rochester NY, EUA) para posterior analise. O peso
molecular dos locos polimorficos foi determinado por compara¢cdo com um padréao

de peso molecular de 50 pb (Ludwig Biotec, Alvorada, Brasil).

Anélise dos dados

A analise descritiva dos locos de minissatélites foi realizada com auxilio do
programa PowerMarker v.3.25 (LIU; MUSE, 2005), estimando-se as medidas de
variabilidade apresentadas como: 1) numero de alelos por loco, 2)

heterozigosidade observada (Ho), 3) heterozigosidade esperada (He) calculada
por: Hezl—z p,f onde p; € a frequéncia do jth alelo para o ith loco, e 4)

conteudo de informacédo polimérfica (PIC), de acordo com Botstein et al. (1980),
k k-1 Kk

em que PIC =1—(Z pf)j—z > 2p’p}, em que k é o nimero de alelos e pje p
i=1 i=1 j=i+l

sao as frequéncias dos alelos i e j, respectivamente.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificac&o e caracterizacdo dos locos minissatélites

Por meio da analise de 5.809 contigs e supercontigs que abrangem cerca
de 330 Mb (88% do genoma do mamoeiro) foram identificados 1.730 locos de
minissatélites presentes em 146 contigs e 549 supercontigs. Os locos de
minissatélites estdo presentes em sequéncias que abrangem 271 Mb (72,8% de
cobertura do genoma do mamoeiro, de acordo com Ming et al. 2008). Portanto, foi
identificado, em média, um minissatélite a cada 156 Kb. Embora atualmente néo
se tenha relatos sobre o desenvolvimento de minissatélites na cultura do
mamoeiro, € possivel estabelecer algumas comparagdes com outras repeticdes

em tandem, a exemplo do trabalho de Eustice et al. (2008), que analisaram 35,5
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Mb do genoma do mamoeiro e identificaram um microssatélite a cada 37,8 Kb,
além de Oliveira et al. (2008), que analisaram 44.591 sequéncias depositadas no
banco de dados e identificaram um microssatélite a cada 5,65 kb. Diferencas na
indicacdo das frequéncias destas repeticdes no genoma do mamoeiro podem ser
devidas a variagdes nos parametros de pesquisa e os algoritmos utilizados na sua
deteccdo, bem como as diferencas no tipo e tamanho dos conjuntos de dados
utilizados. Em outras espécies, os microssatélites podem ser ainda mais
frequentes. Em Cucumis sativus L., Cavagnaro et al. (2010) analisaram cerca de
55,3% do genoma e encontraram um microssatélite a cada 1,8 Kb. Pelo maior
tamanho dos motivos e menor taxa de mutacdo, os minissatélites parecem estar
mais espacados no genoma do mamoeiro em comparagdo com 0S
microssatélites.

Adicionalmente, alguns autores afirmam que a distribuicdo cromossdmica
de minissatélites humanos € altamente viesada para a regido dos telébmeros
sendo, portanto, um bom marcador para deteccdo de microdelecdes nas
extremidades dos cromossomos, associada a patologias humanas (GIRAUDEAU
et al., 2001). Por outro lado, em plantas, Zakrzewski et al. (2010) demonstraram
gue os minissatélites estdo melhor distribuidos nos cromossomos de Beta
vulgaris, considerando que estes locos foram fisicamente mapeados em todos 0s
18 cromossomos da espécie, embora os sitios de hibridizacdo (técnica FISH -
fluorescent in situ hybridization) demonstraram que h& uma preferéncia de
localizagéo por regides terminais e heterocromatina intersticial. Ainda de acordo
com Zakrzewski et al. (2010), este padrdo de localizagdo cromossdmica se
assemelha com a distribuicdo de sequéncias microssatélites em cromossomas B.
vulgaris. Por outro lado, embora os estudos de localizagdo cromossémica dos
minissatélites ndo tenham sido realizados, observou-se uma abrangéncia dos
minissatélites em 72,8% do genoma do mamoeiro, indicando que estes
minissatélites parecem estar bem distribuidos no genoma da espécie.

A maioria dos contigs (88,36%) e supercontigs (56,36%) apresentou
apenas uma sequéncia de minissatélites. Apenas 17 contigs apresentaram mais
de dois minissatélites, sendo observados quatro minissatélites em apenas dois
contigs. Por outro lado, pela maior organizacdo e tamanho das sequéncias,
muitos supercontigs apresentaram mais de dois minissatélites, alguns (5,84%)

chegando a apresentar mais de 10 minissatélites (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo das sequéncias de minissatélites nos diferentes contigs e

supercontigs referentes a sequéncias de DNA do genoma de mamoeiro.

A conservacdo interna dos motivos utilizados como um preditor do
polimorfismo em marcadores microssatélites ndo pode ser aplicada aos
minissatélites, devido a maior complexidade dos seus processos de mutacao
(DENOEUD et al., 2003). Portanto, considerando a dificuldade de classificacdo
dos minissatélites em motivos especificos, a exemplo dos microssatélites, pelo
proprio processo de mutacdo e geracdo de novos alelos, que promove uma
grande interrupcdo dos locos de minissatélites, adotou-se o critério de contetdo
GC para classificacao destes marcadores (Figura 2).

De modo geral, a variagdo no conteudo GC foi de 0,00 a 83,84%, com
meédia de 28,84%, indicando que os minissatélites sdo ricos em nucleotideos A e
T. Cerca de 86% dos minissatélites apresentam até 50% de conteudo GC. O
namero de minissatélites com conteldo de GC acima de 50% é bastante
reduzido, sendo que apenas trés locos possuem mais de 80% de GC nos motivos
dos minissatélites (Figura 2). Estes resultados foram corroborados pelo estudo de
Zakrzewski et al. (2010), ao promoveram a identificacdo e caracterizacdo de
sequéncias repetitivas no genoma de Beta vulgaris, na qual as nove familias de
minissatélites identificadas apresentaram contetdo GC variando entre 24 e 33%.

Ao analisarem 35,5 Mb (cerca de 9,5% do genoma do mamoeiro), Eustice

et al. (2008) verificaram que independente do tamanho do motivo das sequéncias
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repetitivas do tipo microssatélites, repeticdes ricas em AT foram predominantes.
Como exemplo, repeticobes do tipo AT/TA representaram 69,2% dos
dinucleotideos, enquanto que repeticobes AAG/TTC e ATT/TTA representaram
mais de 84% dos trinucleotideos. Resultados semelhantes foram observados em
outras espécies vegetais, nas quais a maioria dos microssatélites apresentou
maior quantidade de bases A e T. De acordo com Cavagnaro et al. (2010), a
densidade de dinucleotideo AT em pepino foi cerca de 1.400 vezes maior que CG
em regibes genbmicas e 3,5 em regides génicas. Estas diferencas podem ser
parcialmente explicadas pela composi¢do relativa de nucleotideos do genoma,
uma vez que 0 mamoeiro possui cerca de 65% de AT (MING et al., 2008). Outra
possivel explicacdo para o baixo conteddo GC nos locos de minissatélites refere-
se a alteracao da citosina por metilacdo, em sequéncias repetitivas. Neste caso, a
desaminacdo converte 5-metilcitosina em timina, resultando em aumento do
conteddo AT (MONTERO et al., 1992).
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Figura 2: Classificacdo dos motivos dos locos minissatélites identificados na

analise do genoma do mamoeiro em func¢ao do conteudo GC(%).

Com relagcdo ao tamanho dos motivos de minissatélites, 30,0%, 8,0% e
3,8% dos marcadores foram classificados como hexa-, hepta- e octanucleotideos,
respectivamente (Figura 3). Motivos com até 10 bases representaram 56,0% dos
minissatélites e 71,5% apresentaram até 20 bases a maioria dos locos. Motivos

acima de 100 bases representaram apenas 9,6% dos minissatélites analisados.
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Figura 3: Distribuicdo das sequéncias em fungdo do tamanho do motivo dos

minissatélites identificados na analise do genoma do mamoeiro.

De modo geral, a representacao do tamanho dos motivos de repeticbes em
tandem é bastante variavel em funcdo da espécie. Dos 84 minissatélites
encontrados em espécies de Brassica e Oryza, a maioria apresentou motivos
variando de 20 a 72 pb, sendo que 67 minissatélites tinham motivos entre 22 e 62
pb (HONMA et al., 2011).

Relativamente ao numero de repeticbes do motivo dos minissatélites, a
variacdo observada foi de 6 a 186 repeticoes, com média de 9,27 repeticbes dos
motivos. Em termos relativos, 37,7% dos locos apresentaram entre 6,0 e 7,0
repeticbes do motivo, 20,7% entre 7,1 e 8,0 repeticbes e 12,5% entre 8,1 e 9,0.
Portanto, motivos com até 9 repeticbes representaram mais de 70% dos

minissatélites observados (Figura 4).
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Figura 4: Distribuicdo das sequéncias em funcdo do numero de repeticbes do

motivo dos minissatélites identificados na analise do genoma do mamoeiro.

Independentemente da classificacdo, a frequéncia dos minissatélites
diminuiu com o aumento no nimero de unidades de repeticdo. Contudo, esta
alteracdo foi mais gradual em motivos de menor tamanho (sobretudo em motivos
de 6 e 7 nucleotideos), onde foram observados os maiores niumeros de repeticdes
dos motivos. Observagdes semelhantes foram feitas em microssatélites em que o
namero de repeticdes de dinucleotideos (9,6) foi quase duas vezes maior que
namero de unidades de repeticdo dos trinucleotideos (4,9) e trés vezes maior do
gue motivos de tetra- a octanucleotides (3,2 a 3,3) (CAVAGNARO et al., 2010).
Em Jatropha curcas L., Jain et al. (2014) também observaram que 0 numero dos
microssatélites diminuiu com o aumento do tamanho do motivo, tendo em vista
gue mononucleotideos foram mais abundantes (54%), seguido de dinucleotideos
(27%), trinucleotideos (11%), tetra-, penta- e hexanucleotideos (3%). De maneira
geral, sequéncias com muitas repeticdes tendem a acumular mutacoes e eventos
de recombinagdo que limitam a expansdo criam trocas de bases que levam a

imperfeicbes nos motivos e, consequentemente, descaracterizam o loco. Isto &
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especialmente impactante para os locos de microssatélite, fazendo com que
motivos com varias repeticbes sejam menos frequentes. ObservagBes desta
natureza foram realizadas por Eustice et al. (2008), ao identificarem que a maioria

das repeticbes de microssatélites de mamoeiro (98,1%) foram inferiores a 40 pb.

Analise do polimorfismo dos minissatélites

Dezesseis locos minissatélites (CPMini-05, CPMini-06, CPMini-11, CPMini-
17, CPMini-18, CPMini-20, CPMini-23, CPMini-33, CPMini-34, CPMini-54, CPMini-
67, CPMini-68, CPMini-73, CPMini-74, CPMini-81 e CPMini-84) ndo apresentaram
nenhum produto de amplificagdo ou apresentaram um rastro no gel e por iSso
foram descartados das analises posteriores. Para o0s demais 66 locos
minissatélites, as condi¢cdes de reacdo de PCR foram ajustadas para amplificacao
de fragmentos especificos conforme o tamanho esperado, de acordo com o
desenho dos iniciadores. O principal ajuste na reacdo de PCR foi em relacdo a
concentracdo de MgCl,, na qual 38 e 27 locos se ajustaram a concentracdo de
1,5mM e 2mM, respectivamente (Tabela 2). Com relacdo as condicbes de
amplificacé@o, os locos minissatélites se ajustaram a uma variacéo de 45°C a 64°C
de temperatura de anelamento, embora a metade dos locos tenha apresentado
bom padréo de amplificacdo com temperatura de anelamento variando de 58°C a
60°C.
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Tabela 2: Descricdo dos 82 marcadores minissatélites otimizados para avaliacdo do polimorfismo em acessos de mamoeiro,

contendo informacgdes sobre sua localizacdo no genoma do mamoeiro (Contigs e Super contigs - SC), sequéncia dos iniciadores

e motivos, numero de repeticbes dos motivos, temperatura de anelamento dos iniciadores (TA), tamanho do alelo esperado e

concentracdo de MgCl, utilizadas nas reacdes de PCR.

Primer Localizacdo Iniciador 5’ (forward) Iniciador 3’ (reverse) Motivo N° ~ TA MgCl, - Alelo

repeticdes (mM) (pb)
CPMini-01 SC-51 caacggaagttgctgccta caaggcgtgatcttgttga tagggtt 11,40 62,00 1,50 395
CPMini-03 SC-153 tgtgtcattgtggcattgg ggtgaggagtcggcttcat (agaaagag)sagaag (agaaaaaa), 11,50 50,00 1,50 653
CPMini-04 SC-30 gcagaaacagagccgaaat agcagccttcatagctgaaa aaacagaggtc 8,70 49,00 1,50 353
CPMini-05 SC-105 cagaaggtccatccaacacc tccccacataggcaacaag (ttttaat);(aataaaat)s 7,50 - - 459
CPMini-06 SC-2750 ctactttttctgcggggaag ctactttttctgcggggaag ctttcta 7,10 - - 631
CPMini-07 SC-1847 gctcgcacgtcttcatcttt catggaggaggatgcaatta ttaagcc 8,10 63,00 1,50 947
CPMini-08 SC-232 gccatgaaatccaaaaagga aagagaagagttcccgcaca tcttgaa 16,10 58,00 1,50 284
CPMini-09 SC-957 ttgtgcgataccatttcca gccattttggcaagtgaag atcactt 10,00 62,00 1,50 296
CPMini-10 SC-225 ggcgggtttttgtgaaatta gcccaaagccttgaatct ttagggt 9,40 60,00 1,50 979
CPMini-11 SC-240 tgcatccaaagaaacatcca  ctcatccaacacttcgacatt ataaaaaa 6,50 - - 390
CPMini-12 SC-148 gcatgattggcatgtatgaa ttccgccagaaaattagcc attatta 7,60 58,00 1,50 914
CPMini-13 SC-127 ccaaagagtgcgtgattgg ggccaagtgggagagattt cctttcc 6,10 62,00 1,50 808
CPMini-14 SC-107 tttttaggaggcaaccctga ccacaccatgcagctctgt agcctgce 6,00 60,00 1,50 695
CPMini-15 SC-95 gatccgggaggcttatgaa  tgcacaaaagttgacccaaa atgtcacttcatttaaaagttatcacttttcac 5,90 60,00 1,50 475
CPMini-16 SC-91 tgcaaaaattcagccctctc ctgtttgttgccgcegtatt gaaagaa 6,30 62,00 1,50 488
CPMini-17 SC-88 tggaattgggagaagctga catggcaagtctccactctt gatgaagaa 9,80 - - 297
CPMini-18 SC-75 tttcaattcctgccatcca gctctctttgcctgcectgt tagtaaa 8,30 - - 631
CPMini-19 SC-70 ttgcctagcctgaccaaga ggggtgaaacaaacaatgg atgagct 6,30 58,00 1,50 466
CPMini-20 SC-49 actgaaccggatggagatg tgaaaatgagaaaggggaaa ttgggctt 7,00 - - 479
CPMini-21 SC-26 ccgacttccatctgcttca gttccactcccttggtgcet tatgaaatgtcacgcatt 6,20 61,00 1,50 423
CPMini-22 SC-14 aaaggctatggcccaaaaa  gcaaaattgcatggaaatga gatttg 6,70 60,00 1,50 404
CPMini-23 SC-108 tgccgttgtgtctctttcag cctttccgggtgctacaata atcatac 6,70 - - 552
CPMini-24  Contig_40208 ggccatcaggttttcctttt ctggcctactttgcacacct aggcccaagccc 6,70 58,00 1,50 195
CPMini-25 Contig_32224 cttcggattgttgtgggtta tttggggctctgacgaatta atgatta 6,60 58,00 1,50 245
CPMini-26 SC-240 tcaaaatcccctgggttgta taaatcccccaagccctaaa aaataaaata 9,40 62,00 1,50 449
CPMini-27 SC_1222 gatcagtggggatcgagaga cgctgcgtcacttattgttg tettttt 5,90 64,00 1,50 389
CPMini-28 SC-211 tatgcccaaccctgtttctc gaccgaaccacaatttctcc ttttttc 6,00 58,00 1,50 291
CPMini-29 SC-141 tgcacacactcaatcacacg gccttgtiggcaagtgaag tcacttt 8,10 64,00 1,50 658
CPMini-30 SC-116 cgggttacacgtcatccag ggcggagatggctagtttt aaataaa 7,30 56,00 1,50 467
CPMini-31 SC-113 ccggaggaagccctaaaa gattctccgccttttcgtt agggag 6,70 58,00 1,50 299
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Primer Localizacdo Iniciador 5’ (forward) Iniciador 3’ (reverse) Motivo NO n TA MgCl,  Alelo
repeticdes (mM)  (pb)
CPMini-32 SC-82 gcgtaagctcatccctcaa ccccggtccacttgtaatc agaaaga 8,00 60,00 1,50 583
CPMini-33 SC-80 cggttggatttttgtgatgc tgccaaagaagatcatgcaa tttttat 6,60 - - 824
CPMini-34 SC-65 gattggtgccgggagatta gotttggcatggggttatt taagcat 8,00 - - 870
CPMini-35 SC-62 caagcaatcggaagaagca cgcccgcactaaatgaact aataatt 6,00 58,00 1,50 441
CPMini-36 SC-152 cagcattggtgcattaacct agtggatgggtggttgtga agaagg 6,80 58,00 1,50 410
CPMini-37 SC-34 catcgacgggagagacaga tcaccatgcgtcatcataca aagaaag 7,60 60,00 1,50 344
CPMini-38 SC-34 cagcccgttatgaacatcg agcactccttttccccaaa tgataaa 6,10 60,00 1,50 499
CPMini-39 SC-32 gggagggagagagaacgag gcgtcccttgaaccttgag gggagag 8,30 58,00 1,50 300
CPMini-40 SC-23 tccttcactcccctattect gaaaagagagaccgggagaa cctattt 6,40 58,00 1,50 396
CPMini-41 SC-22 cgcagtcaggggtaaaaact ggcccttgtgtttgtttga aaaaata 7,40 58,00 1,50 395
CPMini-42 SC-14 ccttgtgattcatgatttaggg tgcataaaggcctcatttttc gtttagggtttagagttaatg 6,30 55,00 1,50 717
CPMini-43 SC-14 ccaaccagggtcaaatgaa tgtggagagagatggtggtg ctctcaa 6,00 61,00 1,50 655
CPMini-44 SC-8 gcacatttttatggggagga gtctctgacacgaacccaaa aaataaa 6,30 58,00 1,50 384
CPMini-45 SC-7 ggaacctttccaccgagat taacggcgtgtcgtgttg ctcecte 6,60 58,00 1,50 388
CPMini-46 SC-7 cacatgtaaaacccgtgagg ctaattcttgacggcaaatga tttttat 6,60 58,00 1,50 343
CPMini-47 SC-5 tatgggttcccgaaatcgt ccactacgatgatccccaga ctcactc 6,10 58,00 1,50 383
CPMini-48 SC-2 ttcttcaggtagccagcaa gggcagcagcaataaagaa tcttcte 6,40 58,00 1,50 350
CPMini-49 SC-1913 aagctgaccaggcatccta ggagtcacgagtatccatgc aaaattaa 42,70 63,00 2,00 323
cacacacacacactctgatcattctctcccgt
CPMini-51 SC-1686 ccatcatccacctactgacc atgaaagtggtgtgcgttc caccagcatcggcgaccattaaccacctct 7,00 63,00 1,50 599
cgacctataccaggc
gtotgtgtgagtggcctggtataggtcgtgag
CPMini-52 Contig_27935 agaatgagtgggggcaat ggcgaccatctgtcacct atggctaacggtcgccgatggtggtgacgg 6,20 60,00 2,00 471
gagagaatgatcaga
CPMini-53 SC-198 ccaaaaacgttacttgtgaaa aggaccaccgcctaattc atatac 6,50 60,00 2,00 174
CPMini-54 SC-152 gccgaattcaggtccatta ggcctccaatgatccttta cccattacagg 32,40 - - 495
CPMini-55 SC-152 aacatatgcacatgctgacc ggtcgttgggggttagag tcactcagccagggggitcfccaacactac 6,50 63,00 2,00 289
CPMini-56 SC-77 ccgtgcgcaccaatagta ggccattgtggacacatc ttttttettt 14,00 62,00 2,00 250
CPMini-57 SC-122 cagcgcaccaacatcata ctgcgggaaagaaggaag tttttttttc 10,20 60,00 2,00 180
CPMini-58 SC-77 catattggagtgattatgaca tgaacatccccacttgat ttttttttetttttttct 11,00 55,00 2,00 295
CPMini-59 SC-74 cgaggactgactttttctttc ggcctgtgtcattgagttg tatcatatcatttcatctaaaagttatcacttt 9,70 62,00 2,00 371
CPMini-60 SC-15 ttggggatcccttctacc catttggcatactggaacg ctctataagttg% téigg’gzg?;ggg:&g:ggtacta 10,60 63,00 2,00 818
CPMini-61 SC-0 atttggtcgccacacttc acgggcaagagaaaggaa ttttttcttcttct 11,40 60,00 2,00 204
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Primer Localizacdo Iniciador 5’ (forward) Iniciador 3’ (reverse) Motivo N n TA MgCl,  Alelo
repeticdes (mM)  (pb)
CPMini-62 SC-42 gaatcatggtcgggtagaga agtggcctttccctctca aaaaagaagaagaagaaagaaaaa 6,70 62,00 2,00 246
CPMini-63 SC-117 cccattgggtgtttggt agccttttgtgctgttgce gtgagcttggtgggcgaggcgagcccattgg 8,70 55,00 2,00 353
_— ) ctctataatgattcgtactatgcttcttttatttacta
CPMini-64 SC-0 cttcgtgcgaaggtcagt caagcggtgtactcaataaa agtatgctgctigtactagttgaat 9,70 62,00 2,00 745
CPMini-65 SC-5 cacccagtatgtgtgctgac ccaggggtcaaagaccat tctctgtc 10,60 63,00 2,00 164
CPMini-66 SC-5 aatgtggcgcatcatttg agagttgccggaaaggag ctttcttttttttt 10,20 60,00 2,00 241
CPMini-67 SC-163 tctcaggcccagatattaca caatcgcgctataattgctt aactgttagtataataatatatatata 12,00 - - 523
gtggcctattacgggtcgagggataggceggttt
CPMini-68 SC-5 ctcgacgagaaggggttt gcccctcgacgtcctat attggtggtcgctgatactggtgacaggtgaga 8,70 - - 837
atggaatctgtgtgtgtgt
CPMini-69 SC-10 tcccaacttttgtttcctga ggccaaaaaccctattcg gagagagggagaga 6,40 45,00 2,00 242
- . ctctatgatgatttgtatgatggttcttctgtttactg
CPMini-70 SC-22 ggcttcgcacagaggtta agagcgccattattcaaca agtatgctgctegtattagttgaat 10,70 64,00 2,00 830
. i atgattcttctatttactaagtatgttgctcgtacta
CPMini-71 SC-22 cagcttcgtgtgaaggtca ttggtatatggcaccctca gttgaatcictataatgatttgtacg 8,80 62,00 2,00 678
CPMini-72 SC-24 atgcatgccttccctttt tctttggtcccacatctctc gagagagaagcta 6,50 50,00 2,00 206
CPMini-73 SC-16 tttgtaaatgaatgatgacg agccatttttgtttgcatt atgtatttatatatttaattatatatat 9,00 - - 559
. i aatatacagatatatgtatatatataattaaatat i i
CPMini-74 SC-24 acggtactgtatggtaagtgt agccacttgatcttcttttg attatatatatgtatatataatt 6,70 676
L ctctctctectctctctctatatatatatattatttattt
CPMini-75 SC-50 ccaaacagcccctttaca tgggagcctatggagaca cttacccaaacaaccctctatagactcecattt 6,30 62,00 2,00 468
CPMini-76 SC-23 caaaaataaaattatgggtgt agagaaaacgaggggaga tctetctttett 12,60 55,00 2,00 200
CPMini-77 SC-23 ccacccttcttaaaaattca gtttggtaaaatagatttgga tatataatataatata 6,30 58,00 2,00 394
.~ i tgtggccaagggaaggceggtgtgtgtgtgtggce
CPMini-78 SC-127 gatgagggggcgtgtgt cccataaatacaccggcagt agggtactgccgataag 6,60 60,00 2,00 400
CPMini-79 SC-168 atgcgacgtaccagcaac cggcgaaggagagagaaa tettttctetcttttettc 7,00 60,00 2,00 225
CPMini-80 SC-110 acacaagactcatcaacatgg caccgacattagggttcg taataatatatatatataaactgttagtg 12,60 60,00 2,00 579
CPMini-81 SC-13 aatcataaaactacggaacca ttgcgtaaaagtttcttacat aalaataattatatatataaatatiagtataataat 10,50 - - 838
atatatataaactgtt
CPMini-82 SC-47 gggttgccattactcgtg tttgcacatgcatcccta agagaaagagagag 6,40 50,00 2,00 210
CPMini-83 SC-2 tttaatttcttctgcccaaca tgacaactgtttttatttgga tatatatatatatatat?;?;attttaattatatatatg 6,60 50,00 2,00 591
gtotgtgtgagtggcectggtataggtcgtgagat
CPMini-84 SC-38 cttgggggaagagagacg accatccgtcacctatcg ggctaacggtcgccgatggtggtgacgggag 6,20 - - 484

agaatgatcaga
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Os 66 locos de minissatélites foram utilizados para anélise do polimorfismo
em um conjunto de 24 acessos de mamoeiro, dos quais 26 foram monomorficos
(CPMini-12, CPMini-13, CPMini-26, CPMini-29, CPMini-32, CPMini-35, CPMini-
38, CPMini-41, CPMini-42, CPMini-45, CPMini-51, CPMini-52, CPMini-53, CPMini-
55, CPMini-57, CPMini-58, CPMini-59, CPMini-60, CPMini-61, CPMini-66, CPMini-
70, CPMini-71, CPMini-77, CPMini-78, CPMini-79 e CPMini-80) e por isso foram
excluidos das andlises. Um exemplo da amplificacdo de locos polimorficos e
monomorficos é apresentado na Figura 5. A taxa de locos minissatélites
polimérficos no mamoeiro (49%) € comparavel ao observado por outros autores
na validacdo de marcadores microssatélites em pepino (48,3% - CAVAGNARO et
al., 2010), e mamoeiro (52,9% - EUSTICE et al., 2008 e 59,0% - OLIVEIRA et al.,
2010), porém menor que 0s 75% de locos minissatélites polimorficos em humanos
(DENOEUD et al., 2003).

M1 2 3 45678 910 1112131415161718192021222324 M 123456 7891011121314151617 18 19 20 21 22 23 24

Figura 5: Locos minissatélites amplificados a) CPMini-27 e b) CPMini-28
utilizados na andlise de acessos de mamoeiro (amostras 1 a 24). M: marcador de

peso molecular Ladder 50 pb.

Os demais 40 locos minissatélites polimérficos sdo apresentados na Tabela
3. Para os minissateélites polimorficos, o numero de alelos variou de 2 a 7, em que
0s locos com maior nimero de alelos foram CPMini-16 (7 alelos), CPMini-04 (6
alelos) e os locos CPMini-21 e CP-Mini-46 (5 alelos). O niumero médio de alelos
minissatélites foi 3,10. Em Leptosphaeria maculans L. sete minissatélites
polimorficos possibilitaram a identificagcdo de uma média de 5,0 alelos por loco
(JEDRYCZKA et al., 2010). Como nao existem minissatélites desenvolvidos para
0 mamoeiro, comparagdes com microssatélites revelam maior nimero de alelos
por loco, a exemplo dos trabalhos de Oliveira et al. (2010), onde foram
identificados 4,02 alelos por loco na analise de 30 acessos e 18 variedades de

mamoeiro, com 59 marcadores; Ocampo Pérez et al. (2007), que relataram uma
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média de 6,6 alelos por loco de microssatélite ao avaliarem 72 acessos de
mamoeiro; e Matos et al. (2013) que ao avaliarem um conjunto amplo de acessos

de mamoeiro (96), identificaram 3 a 10 alelos, com média de 4,53 alelos por loco.

Tabela 3: Numero de alelos por loco (Na), nimero de gendtipos (Ng), variagdo do
tamanho em pares de base (pb), heterozigosidade esperada (He),
heterozigosidade observada (Ho) e conteddo informativo de polimorfismo (PIC)

referente a caracterizacdo de locos minissatélites em acessos de mamoeiro.

Loco Na Ng Variacao (pb) He Ho PIC
CPMini-01 4 6 340-400 0,56 0,25 0,49
CPMini-03 2 1 350-650 0,50 1,00 0,38
CPMini-04 6 8 330-500 0,75 0,29 0,71
CPMini-07 2 2 950-960 0,31 0,00 0,26
CPMini-08 3 3 290-310 0,34 0,08 0,31
CPMini-09 3 3 285-300 0,16 0,08 0,15
CPMini-10 3 3 960-975 0,67 0,00 0,59
CPMini-14 3 3 745-755 0,32 0,00 0,29
CPMini-15 4 5 480-500 0,46 0,13 0,42
CPMini-16 7 8 130-170 0,76 0,25 0,73
CPMini-19 2 2 450-460 0,41 0,00 0,32
CPMini-21 5 9 350-420 0,68 0,38 0,62
CPMini-22 2 2 400-410 0,04 0,04 0,04
CPMini-24 2 3 160-180 0,49 0,04 0,37
CPMini-25 2 2 220-230 0,28 0,00 0,24
CPMini-27 3 4 330-390 0,48 0,17 0,40
CPMini-28 3 3 280-310 0,19 0,13 0,18
CPMini-30 3 3 450-475 0,35 0,00 0,32
CPMini-31 3 3 285-305 0,35 0,17 0,32
CPMini-36 2 2 390-400 0,49 0,00 0,37
CPMini-37 4 6 345-370 0,66 0,33 0,60
CPMini-39 3 5 280-300 0,62 0,25 0,54
CPMini-40 3 4 390-410 0,49 0,13 0,43
CPMini-43 2 2 780-790 0,26 0,00 0,22
CPMini-44 3 3 380-390 0,60 0,00 0,53
CPMini-46 5 5 320-355 0,42 0,04 0,39
CPMini-47 3 4 400-420 0,66 0,41 0,58
CPMini-48 4 6 320-350 0,65 0,13 0,58
CPMini-49 2 2 310-320 0,22 0,00 0,19
CPMini-56 2 2 250-265 0,08 0,00 0,08
CPMini-62 3 3 240-260 0,45 0,00 0,41
CPMini-63 2 2 440-450 0,16 0,00 0,15
CPMini-64 3 3 820-850 0,23 0,00 0,21
CPMini-65 2 3 170-190 0,38 0,17 0,30
CPMini-69 3 3 220-240 0,30 0,00 0,27
CPMini-72 2 2 200-210 0,09 0,00 0,08
CPMini-75 2 2 460-470 0,35 0,00 0,29
CPMini-76 4 5 170-185 0,74 0,04 0,69
CPMini-82 4 5 200-220 0,53 0,04 0,47
CPMini-83 4 5 200-220 0,53 0,04 0,47

Média 3,10 3,68 - 0,42 0,11 0,38
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O menor numero de alelos de minissatélites em comparacdo com o0s
microssatélites pode estar relacionado ao reduzido numero de genoétipos
avaliados, a baixa variabilidade genética inerente a estes acessos, ou mesmo
devido ao processo natural de formacédo dos minissatélites, que conduz a uma
reduzida geracdo de novos alelos de minissatélites em comparacdo com 0s
microssatélites (VIGOUROUX et al., 2002; ELLEGREN, 2004). De fato, de acordo
com Denoeud et al. (2003), a instabilidade dos minissatélites surge por meio de
eventos de conversao génica durante a meiose, envolvendo troca entre alelos de
cromatides irmas e nao-irmas, sobretudo em regides hotspot. Ainda segundo os
autores, esses eventos resultam da reparacao das duplas fitas quebradas durante
a conversao génica, que em muitas situacdes sao resultado da recombinacdo de
sequéncias de minissatélites com sequéncias hotspot aleatérias.

Diversos estudos tém demonstrado a baixa variagdo molecular dentro da
espécie C. papaya, a exemplo dos marcadores RAPD (STILES et al., 1993),
AFLP (KIM et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2011) e microssatélites (OLIVEIRA et al.,
2010). Resultados semelhantes tém sido observados em outras espécies de
reproducdo mista, a exemplo do algodoeiro, onde foram identificados 2,13 alelos
por marcador microssatélite e PIC médio de 0,40, por meio da analise de 53
variedades (BERTINI et al., 2006). Isso tem incentivado os esforcos para o
desenvolvimento de novos marcadores que sejam mais polimérficos ou que
permitam a automacdo da genotipagem com alta acuracia na analise molecular.
Dentre estes novos marcadores moleculares 0s minissatélites tem enorme
potencial para se tornarem ferramentas genémicas de referéncia, pois 0 menor
namero de alelos por loco minissatélite pode ser vantajoso para o0
estabelecimento de sistemas e genotipagem multiplex, uma vez que menores
variagdes no tamanho dos alelos permitem o uso de maior numero do mesmo
espectro de deteccao de fluorescéncia (FARIA et al., 2011). Locos com motivos
de maior tamanho tém sido utilizados em analises refinadas que necessitam de
alta acuracia, a exemplo de identidade genética e paternidade em humanos
(RUITBERG et al., 2001).

O tamanho dos fragmentos amplificados variou de 130 a 975 pb, conforme
esperado em funcao do desenho dos iniciadores. Os valores de PIC variaram de
0,04 (CPMini-22) a 0,73 (CPMini-16), com média de 0,38. De acordo com a

classificacdo apresentada por Botstein et al. (1980), os valores de PIC podem ser
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agrupados em trés niveis: altamente informativo (PIC>0,5); moderadamente
informativo (PIC entre 0,25 e 0,5) e pouco informativo (PIC<0,25). Assim, 25%,
50% e 25% dos marcadores minissatélites podem ser considerados altamente,
moderadamente e pouco informativos, respectivamente. O PIC fornece uma
estimativa do poder discriminatério do loco, levando em consideragdo o numero
de alelos identificados, como também as frequéncias relativas desses alelos.
Sendo assim, em média os valores de PIC dos minissatélites podem ser
considerados moderadamente informativos (0,38).

As estimativas de He variaram bastante entre os locos, com intervalo de
0,04 (CPMini-22) a 0,76 (CPMini-16), com média de 0,43, enquanto que a Ho
variou de 0,00 (CPMini-56, CPMini-72, CPMini-63, CPMini-49, CPMini-64,
CPMini-43, CPMini-25, CPMini-69, CPMini-07, CPMini-14, CPMini-30, CPMini-75,
CPMini-19, CPMini-62, CPMini-36, CPMini-44 e CPMini-10) a 1,00 (CPMini-03),
com média de 0,11 (Tabela 3). A ampla variacdo nos valores de Ho e He resulta
da amplitude no numero de alelos por loco e da distribuicdo das frequéncias
alélicas. Os valores de Ho = 0,0 nos dezessete locos minissatélites podem ser
explicados pelo baixo nimero de alelos nestes locos (2 a 3 alelos), bem como
pelo seu estado homozigético.

Utilizando 81 marcadores microssatélites na analise de 30 acessos de
germoplasma e 18 variedades locais de mamoeiro, Oliveira et al. (2010)
identificaram variacdo em Ho de 0,0 a 0,85 e He de 0,08 a 0,82, com média de
0,19 e 0,59, respectivamente. As menores estimativas de Ho e He dos
minissatélites em comparagdo com locos microssatélites podem ser caracteristica
do tipo de marcador, populacado utilizada ou mesmo nuimero e representacdo dos
acessos utilizados na validagcéo dos marcadores.

De acordo com Honma et al. (2011), minissatélites ocorreram
predominantemente em regides nao funcionais em DNA mitocondrial de
angiospermas, e seu numero pode ser insuficiente para o uso como marcadores
informativos em plantas porque séo pouco polimérficos, apresentam muitos alelos
nulos e ao mesmo tempo baixo numero de alelos por loco. Contudo, minissatélites
nucleares, a exemplo dos identificados no presente trabalho, demonstraram sua
capacidade de deteccdo de polimorfismo, mesmo em um conjunto reduzido de

acessos e, portanto, foram informativos o suficiente para analises genéticas
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relacionados a conservacdo e manejo de germoplasma, bem como para o

melhoramento do mamoeiro.

Relacao entre algumas caracteristicas dos minissatélites e polimorfismo

N&o foram observadas correlagcbes lineares significativas entre tamanho
dos motivos (Figura 6), numero de repeticdes dos motivos (Figura 7) e contetdo
GC (%) dos minissatélites (Figura 8) com os parametros de diversidade genética,
a exemplo do numero de alelos por loco, He e PIC.

Em relacdo ao tamanho do motivo dos minissatélites, observou-se que
motivos altamente contrastantes, a exemplo de 6 bases (CPMini-22, CPMini-49,
CPMini-31, CPMini-36) apresentaram variacdo no numero de alelos (2 a 3), He
(0,0 a 0,49) e PIC (0,04 a 0,37) ligeiramente inferiores a locos com mais de 30
bases (CPMini-63, CPMini-15, CPMini-83, CPMini-64, CPMini-75), cuja variacao
dos parametros de diversidade genética foi: nUmero de alelos (2 a 4), He (0,16 a
0,53) e PIC (0,15 a 0,47) (Figura 6).
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de informacao polimorfica dos locos de minissatélites.

Outra associacdo comum na literatura refere-se a um maior niumero de
repeticbes dos motivos de microssatélites versus polimorfismo, com
embasamento tedrico de que o escorregamento da polimerase durante a
replicacdo do DNA é mais frequente em locos com maior nimero de repeti¢des, o
que poderia acumular maior numero de alelos na populacdo. Este tipo de
associacdo tem sido feito em milho em que o numero de repeti¢cdes foi um bom
indicador do nivel de variabilidade (VIGOUROUX et al., 2002). Contudo, isto ndo
foi observado na analise de minissatélites de mamoeiro, onde associacdes entre
namero de repeticbes dos motivos versus numero de alelos, He e PIC
apresentaram correlacdes ndo significativas (R?=0,0273, 0,0292 e 0,0279,
respectivamente) (Figura 7). Outros trabalhos também demonstraram a baixa

associacado entre diferentes motivos, tipos, numeros e comprimentos de locos
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microssatélites em espécies de Fusarium versus polimorfismo molecular
(MAHFOOZ et al., 2012).

Um exemplo da falta de associacdo entre polimorfismo e conteudo GC
pode ser claramente observada nos locos CPMini-44 e CPMini-39, cujos
conteados de GC foram de 0,00 e 67,68%, respectivamente, porém oS
parametros He (0,60 x 0,62) e PIC (0,53 x 0,54) foram muito préximos para
ambos marcadores. A falta de associacdo entre polimorfismo e conteudo GC,
observada nos locos de minissatélites do mamoeiro, esta em desacordo com as
observacdes de Vergnaud e Denoeud (2000) em humanos, onde a maioria dos
minissatélites classicos (polimérfico e/ou hipervariaveis) é considerada rica em
GC, com forte assimetria entre o contetdo de purinas e pirimidinas. Porém, outros
trabalhos demostraram que minissatélites ricos em AT também podem ser
hipervariaveis (YAMAUCHI et al., 2000). Além disso, de acordo com Le Fleche et
al. (2001) o conteudo GC parece nado estar associada com o polimorfismo de
minissatélites em bactérias. Portanto, esta associacdo pode ndo ser universal,
sobretudo pelo fato do contetdo GC variar significativamente entre genomas.

Diante destas observacdes, a escolha de locos de minissatélites para
analises genéticas do mamoeiro deve levar em consideracdo os parametros de
diversidade genética (numero de alelos, Ho e PIC), independente das
caracteristicas dos marcadores em termos de nameros de repeticdo, tamanho e

composi¢cado dos motivos.

CONCLUSOES

Este estudo expbe claramente o polimorfismo e a potencialidade de uso
dos marcadores minissatélites na deteccdo de variacbes genéticas
intraespecificas em diferentes acessos de C. papaya.

Também revela a possibilidade de desenvolvimento de 1.730 iniciadores de
minissatélites distribuidos no genoma do mamoeiro (cobertura de 72,8% do
genoma), cuja disponibilidade pode facilitar a constru¢cdo de mapas genéticos de
alta resolucéo, que sao fundamentais para aplicacdes como clonagem posicional
de genes, mapeamento comparativo e associativo, além do uso na selecao

gendmica para acelerar o desenvolvimento de novas cultivares de mamoeiro.
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INFORMATIVIDADE DE MARCADORES MINISSATELITES E
MICROSSATELITES PARA ANALISES GENETICAS NA CULTURA DO
MAMOEIRO

Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a informatividade de marcadores
minissatélites e microssatélites no mamoeiro (Carica papaya L.). Quarenta
minissatélites e 91 microssatélites foram utilizados na genotipagem de 24 acessos
de mamoeiro. As estimativas de diversidade genética, vinculo genético e analise
de estrutura populacional foram comparadas. Foi observado menor nimero médio
de alelos/loco nos minissatélites (3,10) em comparagdo com 0S microssatélites
(3,57), embora os minissatélites tenham apresentado mais alelos raros (18,54%)
em relacdo aos microssatélites (13,85%). Maiores heterozigosidade esperada
(He=0,52) e observada (Ho0=0,16) foram verificadas nos microssatélites em
comparacdo com 0s minissatélites (He=0,42 e Ho0=0,11), possivelmente em
funcdo do hermafroditismo da maioria dos acessos, que resulta em altos indices
de autofecundacado. O conteudo de informacédo polimorfica (PIC) e diversidade de
Shannon-Wiener também foram maiores para os microssatélites (0,47 a 1,10,
respectivamente) em comparacdo com 0s minissatélites (0,38 e 0,85,
respectivamente). A probabilidade de exclusdo de paternidade foi elevada para
ambos os marcadores (>0,999), e a probabilidade combinada de identidade foi de
1,652 e 4,33 para os mini e microssatélites, respectivamente. Isto indica que
ambos os tipos de marcadores sao ideais para analises de vinculo genético. A
andalise Bayesiana indicou a formacédo de dois agrupamentos (K=2) para os dois
marcadores, embora 0s minissatélites tenham indicado uma subestrutura (K=4).
Maior numero de acessos com baixa probabilidade de atribuicAo a grupos
especificos foi observado nos microssatélites. Coletivamente, os resultados
indicaram maior informatividade dos microssatélites. Contudo, o menor poder
informativo dos minissatélites pode ser compensado pelo uso de maior nimero de
locos. Além disso, os minissatélites estdo sujeitos a um menor erro na
genotipagem pelo maior poder de deteccao dos sistemas de genotipagem quando
séo utilizados motivos de maior tamanho.

Palavras chave: Carica papaya L., polimorfismo, marcadores moleculares,

recursos genéticos, melhoramento.
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INFORMATIVENESS OF MINISATELLITE AND MICROSATELLITE MARKERS
FOR GENETIC ANALYSIS IN PAPAYA

Abstract: The objective of this study was to evaluate the information of
minisatellite and microsatellite markers in papaya (Carica papaya L.). Forty
minisatellites and ninety one microsatellites were used for genotyping twenty four
papaya access. Estimates on genetic diversity, genetic link and analysis of
population structure were compared. Less average number of alleles / locus
minisatellite was observed in (3.10) compared to microsatellite (3.57), although the
minisatellites have shown rarer alleles (18.54%) compared to microsatellite
(13.85%). Larger expected heterozygosity (He = 0.52) and observed (Ho = 0.16)
was observed in the microsatellites compared with minisatellites (He=0.42 and
Ho= 0.11), possibly due to the most hermaphroditism accessions, resulting in high
rates of self-fertilization. The polymorphic information content (PIC) and Shannon-
Wiener diversity, were also higher for microsatellites (from 0.47 to 1.10,
respectively) compared to minisatellite (0.38 and 0.85, respectively). The paternity
exclusion probability was high for both markers (> 0.999), and the combined
probability of identity was from 1.65™ to 4.33% for mini and microsatellites,
respectively. It indicates that both types of markers are ideal for genetic link
analysis. The Bayesian analysis indicated the formation of two groupings (K=2) for
both markers, although minisatellites have indicated a substructure (K=4). Larger
number of accessions with low assignment probability to specific groups was
observed in microsatellites. Collectively, the results indicated higher
informativeness of microsatellite. However, the less informative power of
minisatellites may be offset by the use of larger number of loci. Furthermore,
minisatellites are subject to a less error in the genotyping because there is greater
power to detect genotyping systems when larger motifs are used.

Keywords: Carica papaya L., polymorphism, molecular markers, genetic

resources, breeding.
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INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € a Unica espécie do género Carica
pertencente a familia Caricaceae (BADILLO, 1993, 2000). De todas as espécies
relacionadas aos seis géneros da familia, o mamoeiro € a mais conhecida,
sobretudo pela sua importancia econdémica. Embora haja divergéncias, a origem
do mamoeiro tem sido atribuida a América Tropical (Garrett, 1995), porém, de
acordo com alguns autores a espécie C. papaya tem sua origem nas terras baixas
do leste da América Central, México ao Panama (NAKASONE e PAULL, 1998).

Os frutos sdo gerados por polinizagcdo cruzada, autopolinizacdo ou
partenocarpia, que é dependente do sistema de reproducdo do germoplasma.
Muitos genétipos melhorados e alguns ndo melhorados séo tipicamente
ginodioicos, compostos de plantas femininas e hermafroditas. Por outro lado,
muitos acessos nao melhorados sédo didicos (plantas masculinas e femininas),
enquanto outros sdo tridicos (plantas masculinas, femininas e hermafroditas)
(FITCH, 2005; MATOS et al., 2013). A ocorréncia de polinizacdo cruzada € um
dos principais fatores responsaveis pela manutencao da diversidade da espécie e
de altos niveis de heterozigosidade (OLIVEIRA et al., 2010Db).

Tipicamente, as principais variedades de mamoeiro utilizadas
comercialmente sdo ginodidicas, sendo que as plantas femininas sao
desbastadas deixando apenas as hermafroditas, que produzem frutos com
formato, peso, espessura e cor de polpa mais desejada pelos consumidores. De
modo geral, no Brasil o mamoeiro € classificado em dois grupos conhecidos como
Solo e Formosa. Geralmente, os frutos do grupo Solo possuem formato de pera,
com peso variando de 300 a 700 g, polpa de cor amarelo-alaranjado a

avermelhada, dependendo da cultivar. Por outro lado, o grupo Formosa possui
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formato alongado, com peso variando de 1.200 a 2.000 g e polpa de cor laranja a
avermelhada (MATOS et al., 2013).

Dentre os problemas enfrentados pela cultura do mamoeiro tem-se a
estreita base genética da espécie, sobretudo nas variedades comerciais,
decorrente do hermafroditismo predominante em gendtipos dos grupos Solo e
Formosa, que resulta em mais de 95% de autofecundacéo. Diante dos relatos de
variabilidade genética suficiente para a geracdo de novas variedades (OCAMPO
et al.,, 2006; DIAS et al., 2011), faz-se necessario ampliar a base genética do
mamoeiro mediante o uso de acessos de germoplasma. Contudo, previamente é
preciso direcionar esforcos de pesquisa nos estudos de caracterizacdo e
avaliacao dos recursos genéticos existentes.

A identificacdo de caracteristicas de interesse com base em descritores
fenotipicos é de suma importancia para valoragdo dos recursos genéticos do
mamoeiro. Neste aspecto, Ocampo et al. (2006) avaliaram uma colecdo de
germoplasma do Caribe com base em descritores morfolégicos e demonstraram
gue os acessos da Venezuela exibiram maior diversidade morfolégica, enquanto
os de Barbados foram distinguidos pela melhor qualidade do fruto. Esta
diferenciac@o populacional, associada com a alta diversidade fenotipica pode ser
atil para introgressdo de caracteristicas de interesse. Também com base em
descritores fenotipicos, Dias et al (2011), avaliaram 27 acessos de mamoeiro
entre cultivares, variedades melhoradas e variedades locais e demonstraram
ampla variabilidade, com a maior parte da variacdo fenotipica em razdo da
variancia genotipica. Os autores indicaram que as diferencas agronémicas
observadas eram suficientes para uso dos genotipos “per se” ou como parentais
em programas de melhoramento.

De modo geral, caracteristicas fenotipicas pouco influenciadas pelo
ambiente (qualitativas) sao de facil avaliacdo e de elevada acuracia na obtencao
de estimativas da variabilidade genética. Por outro lado, caracteristicas
fenotipicas fortemente influenciadas pelo ambiente (quantitativas) reduzem a
acuracia na estimacao da variabilidade genética. Para este tipo de dado, é preciso
gue sejam analisados dados histéricos da cultura em diferentes anos e locais de
avaliacdo, o que pode ser impraticavel dependendo dos recursos financeiros e
humanos disponiveis, bem como do nimero de acessos presentes na colecéo de

germoplasma.
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Com a evolugdo da genética, o desenvolvimento de diversos tipos de
marcadores moleculares permitiu a identificacdo de polimorfismo diretamente em
nivel de DNA, superando grande parte das limitacbes das analises fenotipicas
(ALZATE-MARIN et al., 2005).

Marcadores moleculares vém sendo utilizados para a discriminagcéo de
acessos provenientes de bancos ou colecbes de germoplasma, para a
identificacdo de duplicatas e para prospeccao da variabilidade genética intrinseca
ou entre acessos de uma mesma espécie, uma vez que apresentam ampla
capacidade de amostragem do genoma (STILES et al., 1993; KIM et al., 2002;
MATOS et al., 2013).

Atualmente os esforcos tém sido direcionados na descoberta das relacdes
existentes entre 0s genoétipos moleculares e caracteristicas agronémicas que
podem facilitar a manutencdo e o desenvolvimento de germoplasma com foco no
desenvolvimento de variedades melhoradas. Diversos tipos de marcadores tem
sido utilizados na caracterizagcdo do banco de germoplasma de mamoeiro, a
exemplo do trabalho de Stiles et al. (1993), que utilizaram 11 marcadores
moleculares do tipo RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) para avaliar
as relacdes genéticas entre 10 cultivares de mamoeiro. Outros trabalhos de
mesma natureza foram desenvolvidos por Kim et al. (2002) e Oliveira et al.
(2011), ao estimarem a diversidade e avaliarem as relagcbes genéticas entre
acessos de mamoeiro com base em marcadores do tipo AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism). Entretanto, marcadores RAPD e AFLP séo
considerados dominantes e possuem como desvantagens o baixo contetudo de
informacdo genética por loco e sua ndo discriminacdo genotipica, além da baixa
reprodutibilidade (especialmente RAPD), grande niumero de etapas e exigéncia de
DNA de alta qualidade (AFLP).

Por outro lado, marcadores moleculares codominantes, a exemplo dos
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) e minissatélites ou VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats), apresentam como vantagens a
visualizacdo de ambos os alelos de um individuo heterozigoto, elevado contetdo
de informacdo polimérfico, alta reprodutibilidade, rapidez e simplicidade da
técnica, baixo custo de utilizacdo e grande poder de resolucdo (OLIVEIRA et al.,
2006). Estes tipos de marcadores atendem as necessidades dos curadores de
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germoplasma e melhoristas de plantas em busca de técnicas capazes de detectar
alto nivel de polimorfismo de forma otimizada e com baixo custo.

Marcadores microssatélites tém sido utilizados para fins de melhoramento
e selecdo, a exemplo dos estudos relacionados a construcdo de mapas genéticos
(CHEN et al., 2007; EUSTICE et al., 2008), diferenciacdo sexual (PARASNIS et
al., 1999; SANTOS et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007) e selecdo assistida por
marcadores (OLIVEIRA et al, 2010a; PINTO et al., 2013), bem como em diversos
estudos de diversidade genética para fins de organizacdo e caracterizacdo de
bancos de germoplasma (OCAMPO PEREZ et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010b;
BROWN et al., 2012). Por outro lado, mesmo com a disponibilidade do genoma
completo do mamoeiro (variedade 'SunUp' - MING et al., 2008), marcadores do
tipo minissatélites ndo tem sido relatados na cultura do mamoeiro.

Para estudos genéticos em grande escala, técnicas de deteccao de
polimorfismo baseadas em repeticdes de bases em tandem tém sido utilizadas
em diversos organismos, sendo o0s marcadores microssatélites mais
frequentemente usados quando comparado com os minissatélites (ECKERT et al.,
2005). Diferentemente dos microssatélites, que possuem motivos curtos (1- 4
nucleotideos), os minissatélites sao representados por motivos maiores (6- 100
nucleotideos) (VERGNAUD e DENOEUD, 2000). De acordo com Jeffreys et al.
(1985), os minissatélites sdo encontrados de forma dispersa no genoma,
geralmente em regifes ndo codificantes e hipervaridveis, devido a variacdo do
namero de unidades de repeticdo em cada loco.

Os minissatélites possuem as mesmas vantagens dos microssatélites,
porém sao mais facilmente obtidos pelo fato de ndo necessitarem da analise em
géis de poliacrilamida e equipamentos sofisticados para visualizacdo dos
fragmentos, considerando que o0s motivos dos minissatélites podem ser
analisados em géis de agarose, 0 que torna a técnica bastante atraente para
diversos estudos moleculares. Com intuito de facilitar a anélise dos minissatélites,
Heath et al. (1993) desenvolveram uma técnica chamada Directed Amplification of
Minisatellite Region DNA (DAMD) para amplificacdo destes locos com base na
PCR. Contudo, a técnica baseia-se na analise multilocos tendo em vista o uso de
apenas um iniciador com repetices de minissatélites na PCR. Além disso, outra
desvantagem é que nem todos os fragmentos de DAMD contém essencialmente
sequéncias de minissatélites (KARACA e INCE, 2008). Por outro lado, a
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disponibilidade de informacdes sobre o genoma de diversas espécies tem
permitido o desenvolvimento de marcadores minissatélites loco- especifico
(POUWELS e SIMONS, 2003; BALLY et al., 2010), com as vantagens técnicas
dos marcadores codominantes. Além disso, microssatélites possuem fragmentos
alélicos que variam por poucos pares de bases (pb) (usualmente de 1 a 4 pb),
fazendo com que haja uma distancia muito reduzida entre os fragmentos de DNA,
0 que torna a definicdo dos bins alélicos dificil e imprecisa (CRYER et al., 2006;
SEEB et al., 2007). Além destes fatores, frequentemente observa-se uma grande
quantidade de stutter (picos fantasmas) que podem gerar erros na definicdo
precisa dos gendétipos (WEEKS et al., 2002).

Diante da necessidade de deteccdo de polimorfismos moleculares em
acessos de mamoeiro com elevado grau de relacionamento, o presente trabalho
teve como objetivo comparar a eficiéncia de marcadores codominantes
(microssatélites e minissatélites) no entendimento das relagbes genéticas entre
acessos, considerando parametros basicos que caracterizam 0s locos

marcadores, além de indicadores de diversidade e estrutura genética.

MATERIAL E METODOS

Material genético

Para comparar a eficiéncia dos marcadores micro e minissatélites na
deteccado de polimorfismo, foram utilizados 24 acessos de mamoeiro pertencentes
ao Banco Ativo de Germoplasma de Maméo (BAG-Maméo) da Embrapa
Mandioca e Fruticultura (CNPMF). Estes acessos foram coletados em diversos
paises, sendo representados por genétipos ndo melhorados ou que passaram por

algum processo de melhoramento (Tabela 1).

Extracao e quantificagdo de DNA

O DNA dos acessos selecionados foi extraido de folhas frescas, de acordo
com o protocolo de Doyle e Doyle (1990), com algumas modificacdes. A
quantificacdo foi feita apds eletroforese de aliquotas de cada amostra,
comparando-as com uma série de concentracdes conhecidas de DNA do fago
Lambda (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA), em géis de agarose a 1,0%. A

concentracdo de DNA foi estimada a partir da comparacdo visual das



53

intensidades das bandas, reveladas pela coloracdo com brometo de etidio (1,0
ng/mL™). Posteriormente, o DNA de trabalho foi padronizado para 2,5 ng/uL™.

Tabela 1. Descricdo dos acessos de mamoeiro utilizados nas analises genéticas

com marcadores minissatélites e microssatélites.

Acessos Origem Germoplasma Tipo do fruto Sistema reprodutivo
CMF008 Malasia Melhorado Formosa Ginodibico
CMF011 Costa Rica Nao melhorado Formosa Ginodibico
CMFO017 Taiwan Nao melhorado Formosa Ginodidico
CMF024 Costa Rica Cultivar Formosa Ginodidico
CMF038 Brasil Melhorado Comum Ginodidico
CMF054 Havai N&o melhorado Solo Ginodibico
CMF068 Brasil Melhorado Formosa Ginodibico
CMF082 Africa do Sul Melhorado Solo Ginodibico
CMF102 Brasil Nao melhorado Comum Ginodidico
CMF108 Africa do Sul Melhorado Comum Ginodidico
CMF115 Africa do Sul Melhorado Comum Ginodidico
CMF123 Tailandia Cultivar Formosa Ginodibico
CMF125 Havai Melhorado Comum Ginodibico
CMF128 Brasil Cultivar Solo Ginodidico
CMF129 Brasil Nao melhorado Formosa Ginodidico
CMF134 Brasil Nao melhorado Comum Didico
CMF135 Brasil Nao melhorado Comum Ginodidico
CMF138 Brasil Melhorado Solo Ginodibico
CMF142 Brasil Melhorado Formosa Ginodibico
CMF143 Brasil Melhorado Solo Ginodidico
CMF147 Brasil Melhorado Solo Ginodidico
CMF157 Brasil Nao melhorado Comum Didico
CMF165 Brasil Nao melhorado Comum Didico
CMF189 Brasil N&ao melhorado Formosa Didico

Caracterizagcao Molecular

Inicialmente foram analisados 66 marcadores minissatélites, desenvolvidos
por meio de screening no genoma de C. papaya L. (Tabela 2) e 107 marcadores
microssatélites, sendo 72 pares de iniciadores desenhados por Oliveira et al.
(2010b) (Tabela 3) e 33 pares derivados de um mapa de ligagdo do mamoeiro
(CHEN et al., 2007) (Tabela 4).
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Tabela 2. Caracteristicas dos 66 locos minissatélites de Carica papaya L.,
contendo a sequéncia dos iniciadores e a temperatura de anelamento (TA)

utilizada nas reacdes de PCR.

Loco Iniciador 5’ (forward) Iniciador 3’ (reverse) TA* (°C)
CPMini-01 caacggaagttgctgccta caaggcgtgatcttgttga 62
CPMini-03 tgtgtcattgtggcattgg ggtgaggagtcggcttcat 50
CPMini-04 gcagaaacagagccgaaat agcagccttcatagctgaaa 49
CPMini-07 gctcgcacgtcttcatcttt catggaggaggatgcaatta 63
CPMini-08 gccatgaaatccaaaaagga aagagaagagttcccgcaca 58
CPMini-09 ttgtgcgataccatttcca gccattttggcaagtgaag 62
CPMini-10 ggcgggtttttgtgaaatta gcccaaagccttgaatct 60
CPMini-12 gcatgattggcatgtatgaa ttccgccagaaaattagcc 58
CPMini-13 ccaaagagtgcgtgattgg ggccaagtgggagagattt 62
CPMini-14 tttttaggaggcaaccctga ccacaccatgcagctctgt 60
CPMini-15 gatccgggaggcttatgaa tgcacaaaagttgacccaaa 60
CPMini-16 tgcaaaaattcagccctctc ctgtttgttgccgcegtatt 62
CPMini-19 ttgcctagcctgaccaaga ggggtgaaacaaacaatgg 58
CPMini-21 ccgacttccatctgcttca gttccactcccttggtgct 61
CPMini-22 aaaggctatggcccaaaaa gcaaaattgcatggaaatga 60
CPMini-24 ggccatcaggttttcctttt ctggcctactttgcacacct 58
CPMini-25 cttcggattgttgtgggtta tttggggctctgacgaatta 58
CPMini-26 tcaaaatccccetgggttgta taaatcccccaagcecctaaa 62
CPMini-27 gatcagtggggatcgagaga cgctgcgtcacttattgttg 64
CPMini-28 tatgcccaaccctgtttctc gaccgaaccacaatttctcc 58
CPMini-29 tgcacacactcaatcacacg gccttgttggcaagtgaag 64
CPMini-30 cgggttacacgtcatccag ggcggagatggctagtttt 56
CPMini-31 ccggaggaagccctaaaa gattctccgccttttcgtt 58
CPMini-32 gcgtaagctcatccctcaa ccccggtccacttgtaatc 60
CPMini-35 caagcaatcggaagaagca cgcccgcactaaatgaact 58
CPMini-36 cagcattggtgcattaacct agtggatgggtggttgtga 58
CPMini-37 catcgacgggagagacaga tcaccatgcgtcatcataca 60
CPMini-38 cagcccgttatgaacatcg agcactccttttccccaaa 60
CPMini-39 gggagggagagagaacgag gcgtcccttgaaccttgag 58
CPMini-40 tccttcactcccctattect gaaaagagagaccgggagaa 58
CPMini-41 cgcagtcaggggtaaaaact ggcccttgtgtttgtttga 58
CPMini-42 ccttgtgattcatgatttaggg tgcataaaggcctcatttttc 55
CPMini-43 ccaaccagggtcaaatgaa tgtggagagagatggtggtg 61
CPMini-44 gcacatttttatggggagga gtctctgacacgaacccaaa 58
CPMini-45 ggaacctttccaccgagat taacggcgtgtcgtgttg 58
CPMini-46 cacatgtaaaacccgtgagg ctaattcttgacggcaaatga 58
CPMini-47 tatgggttcccgaaatcgt ccactacgatgatccccaga 58
CPMini-48 ttcttcaggtagccagcaa gggcagcagcaataaagaa 58
CPMini-49 aagctgaccaggcatccta ggagtcacgagtatccatgc 63
CPMini-51 ccatcatccacctactgacc atgaaagtggtgtgcgttc 63
CPMini-52 agaatgagtgggggcaat ggcgaccatctgtcacct 60
CPMini-53 ccaaaaacgttacttgtgaaa aggaccaccgcctaattc 60
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Loco Iniciador 5’ (forward) Iniciador 3’ (reverse) TA* (°C)
CPMini-55 aacatatgcacatgctgacc ggtcgttgggggttagag 63
CPMini-56 ccgtgcgcaccaatagta ggccattgtggacacatc 62
CPMini-57 cagcgcaccaacatcata ctgcgggaaagaaggaag 60
CPMini-58 catattggagtgattatgaca tgaacatccccacttgat 55
CPMini-59 cgaggactgactttttctttc ggcctgtgtcattgagttg 62
CPMini-60 ttggggatcccttctacc catttggcatactggaacg 63
CPMini-61 atttggtcgccacacttc acgggcaagagaaaggaa 60
CPMini-62 gaatcatggtcgggtagaga agtggcctttccctctca 62
CPMini-63 cccattgggtgtttggt agccttttgtgctgttgc 55
CPMini-64 cttcgtgcgaaggtcagt caagcggtgtactcaataaa 62
CPMini-65 cacccagtatgtgtgctgac ccaggggtcaaagaccat 63
CPMini-66 aatgtggcgcatcatttg agagttgccggaaaggag 60
CPMini-69 tcccaacttttgtttcctga ggccaaaaaccctattcg 45
CPMini-70 ggcttcgcacagaggtta agagcgccattattcaaca 64
CPMini-71 cagcttcgtgtgaaggtca ttggtatatggcaccctca 62
CPMini-72 atgcatgccttccctttt tctttggtcccacatctctc 50
CPMini-75 ccaaacagcccctttaca tgggagcctatggagaca 62
CPMini-76 caaaaataaaattatgggtgt agagaaaacgaggggaga 55
CPMini-77 ccacccttcttaaaaattca gtttggtaaaatagatttgga 58
CPMini-78 gatgagggggcgtgtgt cccataaatacaccggcagt 60
CPMini-79 atgcgacgtaccagcaac cggcgaaggagagagaaa 60
CPMini-80 acacaagactcatcaacatgg caccgacattagggttcg 60
CPMini-82 gggttgccattactcgtg tttgcacatgcatcccta 50
CPMini-83 tttaatttcttictgcccaaca tgacaactgtttttatttgga 50

Tabela 3. Caracteristicas dos 72 locos microssatélites de Carica papaya L.,
desenvolvidos por Oliveira et al. (2010b), contendo a sequéncia dos iniciadores e

a temperatura de anelamento (TA) utilizada nas reacdes de PCR.

Loco Iniciador 5’ (forward) Iniciador 3’ (reverse) TA* (°C)
CP0O2 aggcgaaatcggaagagag ctggtaaaacgacgatgacg 59
CPO3 gaaggcccgtgtaagtgc tggtgaaaattggaaaggag 58
CPO5 gtcctcaatccgaagcat catacacccttgtggcttct 57
CP0O6 ttgcccaccaggcttaat tgacgttacggtttcatctg 58
CPO7 cctagcattgccttgaggtc gcccactattcacattcacacc 60
CP09 cccaattcatgtccaaatcc atgttgaccaaaggaagcaa 59
CP10 aaaaatcacagcacgtatggtt gaaattacaaatgggcaaaaag 58
CP11 tgccgtatgagaaggaattaga tctctcctccaaacattcattt 58
CP14 tcaatgttctcgtcgatagtc tgggatagtgcaaattggt 56
CP16 tcaactatttcccccgcata cacctccttgtccaaaggtt 60
CP18 ccgtcatgttttcgctttt caattctcgttgattcttgg 57
CP19 taggggttgtgcgtccata agcaggctaaaaactggtca 58
CP20 tgtgagattgtctgttggttg gggctcgaaaatcaaaacat 58
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Loco Iniciador 5’ (forward) Iniciador 3’ (reverse) TA* (°C)
CP21 atcgaccgaggaaggtacg tcaaaaacccattgagtctgc 60
CP22 gttcgcgtgctctacgtgt tgacacctgataaaggcaaga 59
CP23 aacaataggaagcaagctca tccattccaacccacaaa 57
CP24 cgagcactctcaccattgc ctgcaaaatccccgaaact 60
CP26 gccgceccgcaataaagta tggtatactcccacgatggtc 60
CP27 aaaagacggcatctgtgact tttctatcccaccgcacaa 58
CP28 tgtcagttcacactgcaaat ggacattactcgtttgacacc 56
CP29 gggtcgcatgttaacgaat ttcaaaacctcccaccctta 58
CP30 ggaagaagaggcctgtatgg gatctggatgtcgcatggt 58
CP31 aagggtacgtcatggagca tctgtcgccttttatactcettg 57
CP33 tgacccccagttttcgatt tggtgtagcgtccattgtg 59
CP35 ggacgaagctccacaatca ggcaatcaaaccaaatgagg 59
CP36 gcaagaaagcaacttggtaa tcagacaatgacttgttactgc 55
CP38 ttctttacagttgcctgcat aacaagtccccgtttttca 57
CP40 atacgccatctccctgage gacaggcagggggttttac 60
CP42 aacagctctctctcatccttg tttgtaggggatgattgaag 56
CP44 tgacaacgaactacatcccta cctcatggtttgtgtactcct 56
CP47 gagcagattgtcacatgcaga ccagaatgccaatttttgct 60
CP48 ccatttctgtcacgcatcc gatgatgggccaaattcag 59
CP49 cctgaaagcaaccatttcta tcgctggagctgtaagaga 56
CP51 tgaaaaggacccacacgtaa gcaatcgaatctttctttaccc 59
CP52 ggaaagatcatagaaacagtgg tgctatcttggttgtctctca 55
CP53 cagacaccatgaagatttgg gtgggtccttctectttga 56
CP54 ttaagactatatgggccaagc ttaggtcaaggatgaaacca 56
CP55 tcaacccacttcgtctcca caaccccttgggctatttg 58
CP56 gaacggcctagcgaaagac cctgcgctaacacttgatga 59
CP57 ttgagtcttggtttcaactcc ttcccactatcttctgtttgg 56
CP58 ttccacgagacaaactgtacg ctcccaccgctgtacttga 58
CP59 gttgtttgcatcccactgce ctcgccattccatctggt 60
CP61 ggagtgatgtaagtgcctcat catgagccctactccgaac 57
CP62 accttggcccaccactatt ttgattctgcttgtgggaga 59
CP63 aaccagcaggctttcataa ggcttcaagagaggcgtat 56
CP64 gggaggacaaagctccaaa gcatgatccaagggaggag 60
CP66 agtcccatcaggcttctcg cctttttgtgcgcatatggt 60
CP67 tggcaaaagatggtggtgt cttgctttgcacttttcagg 59
CP68 agttcctgcatgtgctgcet cccccattctgaaaatctcc 60
CP69 gctgcatcgacatttacgaa catgtgattccaacaaggcta 59
CP70 cggagcttgacgtgactga gcctgaggagccattaagc 60
CP71 tccccaacctcaagaagataa ttacaccaccatcgccatc 59
CP72 cccaaatcacctttttctctc aacgtgaactgagggtgga 58
CP73 gaaaccgctcatttgcatt ttgattactcccctccatctc 58
CP74 caatgaggggttgataattgg gctcccccaatgagaatttta 59
CP75 gcgtattgagagggtgcaa tttggtagccgtcattcgt 59
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Loco Iniciador 5’ (forward) Iniciador 3’ (reverse) TA* (°C)
CP78 ggagttggttgtgtatgttacc attttcaccccctttttcc 57
CP79 gcctcagcatccaaacaaa caaccatgtgaatggagaacc 60
CP80 gtggcaatgaactcggcta atcctccctccaccaacag 59
CP81 gaaaaaccggcaaaatcac ttcaccagatttcaccacttg 58
CP82 ccctcecccaggaagataca gaagagtgtttggcggatg 59
CP83 ttcgcaccttgaatccact ggcagcctttagggttctc 59
CP86 tttcacacggattctacacga tgggggatatgagaagtttcc 59
CP89 agatgattcaccgctccag ctcaagcaagaaatatgcctct 58
CP90 cttgggctttcgacctga agcaatctaatggaggcaaag 59
CP92 ctttttggtcctggcecttc gaacataataccgtgcgttca 59
CP94 tcgcagagaaagagaaagca tcctctcaccagttattggaa 58
CP95 cagtccttgcaggcgatta ctcaaccatttttcctcacca 60
CP97 tttctgttacctctctcggatt gagatgacaaccatacagcaa 56
CP98 gattggcgggaaaaactc agagagagtgtaggaccatgaa 56
CP99 cgaggacaaaacggcacta tgcacgcactctcaaatctc 60
CP100 tgatcgctttcgcttcact gatttcactgccacggact 58

Tabela 4. Caracteristicas dos 33 locos microssatélites de Carica papaya L.,
derivados do mapa de ligacdo do mamoeiro segundo (CHEN et al., 2007),
contendo a sequéncia dos iniciadores e a temperatura de anelamento (TA)

utilizada nas reacdes de PCR.

Loco Iniciador 5’ (forward) Iniciador 3’ (reverse) TA*(°C)
P3K1200CC tggtcctcgaacgaatagtga tgatcatcatgcatctaccagc 50
P3K3143CO0 aagcttgattggctctgatgc cagcaatttaccgtgaccca 50
P6K942CC tcttcatgcctagttaaccctca aactttggaggactgaaaaggg 50
P3K8229CC ttcccgaccattcctcgtaa cacatgaactgtccccagca 50
P3K4635CC gaggatgattgggagggagg tggccagttgagattcgtga 50
CPM609CC cggctattatattattcccccata gctgtttggtccagcttgtt 60
P3K3187CC tgagaaagccaacgccaata tggactaaaaattcaaggtaccca 60
P3K3384CC cagctcctgctcctetgtctg aatgaatggtttatgcgtggtg 55
P3K618CC tcagtcaggggtctgttgtcc atgccaggggtcgatgtaaa 58
P3K472CC tcccagaaagaatgagcacca ccttttccatgtgcacgaca 50

CPM1100LCO acgtgggaaaagtcggagta ttaattaattgttcgccgcec 52
P8K277CC agagaggcacgaaaggggtc ccaaaccagcccattttatcttt 50
P3K2351CC tgtgttgatcgactgggttga ttgagatcccatgtccccac 60
P3K3579CC tggatctacattttgtctttgggc gcttacccacatgcacagatca 50
P3K5504A5 tgcttccatgacattggtgg tgactttttgatacatgtccgtgce 52
P3K5988CC cagggctatcgttatcaaaggc agttctccttcgcctgtccc 52
P8K594A5 cgggggaaaggttgtatttatga ggtgattgaagtcaacctgatgc 52
CTG-304A5 ggcaatccttttagcgaccc tagtcgtcgccggaatctgt 50
P8K433C0 tccattcttcagccaaccct acacggtgtgcgttagatgc 50
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Loco Iniciador 5’ (forward) Iniciador 3’ (reverse) TA*(°C)
P3K3542CC catcaccaagacgccgtaca tgotggtggggatgtagagg 52
P3K150CC agcagccgtatctcatcgtg gcgtagcgtgggaaagagag 62
P3K1574CC tgcgtgcgtgagagtgataga ccagcccacaagggaaaaat 52
CTG-317CC gcgtgcgggagaagtaaaaa tctettctcatcegtecteca 50
P6K883CC tggcacacgtatgattccaa tgggtctgaattaaaagggaaaa 53
P3K2630CC acgttgctcaccgtttccac cctcttccacccgcactatg 50
P3K4745CC tttttcccatgccaaagaaga ggtcacgtgagcttaggacataaa 50
P3K163CC gcgaaagggagtttgcattg ttattgcttcctcgtceccce 53
P3K3843CC acagcgacgtggccttacac aaaaagcgcgagagggagag 55
CPM1019CC ttggtcatcagttctccacg tcaaaattgtgagatgggca 52
CPM2288CC tgggattcatcaatttctacccc ttccaccagcgtaaaggcat 52
CTG-32A0 tgaattgttttgtctggttttcg tgtcatacagatggtatcattggg 50
CTG-718CC ccaactcacaccatttgcca ttgacaagggaccagtcgtg 54
CTG-395CC cacacacgttacgtccgaagtc aggataaaattagccaccctcca 52

As reagdes foram realizadas em volume final de 15 L, contendo 10 ng de
DNA, 0,2 mM de cada iniciador, 0,5 U de Tag DNA (Ludwig Biotec, Alvorada,
Brasil), 0,2 mM de dNTPs, 20 mM de Tris-HCL (pH 8,4), 50 mM de KCl e 1,5
(CPMiniO1 a 48) ou 2,0 mM (demais minissatélites e todos microssatélites) de
MgCls.

As amplificagbes foram conduzidas em termociclador Veriti® 96-Well
(Applied Biosystems, Foster City CA, EUA), empregando-se o0 seguinte programa:
94°C por 4 min; 30 ciclos a 94°C por 50s, temperatura de anelamento variando de
acordo com o iniciador (Tabelas 2 a 4) por 50s, 72°C por 60s; e extensao final a
72°C por 7 min. Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1000 (Invitrogen) a 3% (peso/volume), e em seguida corados com
brometo de etidio (10mg/mL), visualizados em luz UV e foto documentado no
equipamento Carestream Gel Logic 212 PRO (Kodak, Rochester NY, EUA) para
posterior analise. O peso molecular dos locos polimorficos foi determinado por
comparagcdo com um padrdao de peso molecular de 50 pb (Ludwig Biotec,

Alvorada, Brasil).

Andlise da diversidade genética
As informagbes moleculares com base nas estimativas das frequéncias
alélicas dos marcadores foram obtidas utilizando: 1) numero de alelos por loco; 2)

heterozigosidade observada (Ho), calculada diretamente da amostra a partir das
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frequéncias genotipicas; 3) heterozigosidade esperada (He), calculada de acordo
com Nei (1973): Hezl—z pijz. , onde pj; é a frequéncia do jth alelo para o ith loco;

4) Conteudo de informacéo polimorfica (PIC), de acordo com Botstein et al. (1980)

i
i=1

k k-1 k
PICzl—(Z p? )]—Z > 2p’pi, em que k € o nimero de alelos e p; e p; séo as

i=1 j=i+l

frequéncias dos alelos i e j, respectivamente. Também foram realizados testes
para presenca de desequilibrio de ligacdo entre pares de locos. Todas estas
estimativas foram calculadas com auxilio do programa PowerMarker v.3.25 (LIU e
MUSE, 2005).

O indice de Shannon-Wiener foi calculado de acordo com: H' = Z PIn(R),
i=1

em que c: numero de classes genotipicas para um dado loco e P;: frequéncia do i-

€simo genotipo. A estatistica t (p<0,05) foi utilizada para testar a existéncia de

diversidade significativa em cada loco marcador, de acordo com: t'=H'/,/v,, em

C

2R W(R){ZR In(Pi):|
que V,, == = +——, com N-1 graus de liberdade.

N 2N

A probabilidade de exclusdo de paternidade de cada loco marcador (Q —

Weir, 1996) foi calculada de acordo com:

Q= Z(l— p)? —%Zz p:pi(4-3p,—3p;), e cuja probabilidade de excluséo de

ii#]
paternidade combinada (QC) foi: QC:1—H(1—Qi). A probabilidade de

identidade genética para cada loco (I) (PAETKAU et al.,, 1995) foi obtida pela
formula: 1=>p'+> > (2p,p;)?, enquanto a probabilidade de identidade

i j>1
genética combinada (IC) por meio de IC :HIi. Em ambos os casos, p é a

frequéncia populacional dos alelos i ou j, cujas estimativas foram obtidas com uso
do programa Identity 1.0 (WAGNER e SEFC, 1999).

Andlise da estrutura populacional
A estrutura genética dos acessos de mamoeiro foi analisada utilizando o
programa Structure v.2.3 (PRITCHARD et al., 2000). O numero de clusters foi

inferido utilizando 20 corridas independentes com 100.000 burn-ins e 100.000
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MCMC (Monte Carlo Markov Chain) iteracdes apos os burn-ins, utilizando o
modelo de mistura, locos nédo ligados e pressupondo-se que cada acesso pode ter
uma fracdo do genoma oriunda de uma ou mais subpopulacdo e assumindo que
essas subpopulacdes podem estar correlacionadas. O numero de cluster para
representar cada conjunto de dados (mini e microssatélites) foi identificado
utilizando K variando de 2 a 10.

O algoritmo do Structure v.2.3 pode ser efetivo para inferir o nimero
correto de clusters em conjunto de dados que apresentam alguma relacdo de
isolamento por distancia. Nos casos em que os padroes de dispersdo entre as
populacdes ndo sdo homogéneos, a probabilidade log estimada dos dados nao
fornece uma estimativa correta do numero de clusters. Assim, o método AK de
Evanno et al. (2005) foi estimado com intuito de avaliar se o namero inferido de
clusters apresentaram resultados sensiveis e confiaveis. Estes métodos sdo uma
estatistica ad hoc que auxilia o pesquisador a encontrar o valor ideal de K. Por
isso, utilizou-se a estatistica AK, com base na taxa de variacdo entre os valores
sucessivos de K, para inferir o nivel maior de estrutura do conjunto de dados
(EVANNO et al., 2005). Neste caso, o Structure assume que o genoétipo de cada
individuo em cada loco é totalmente desconhecido.

Apbs definido o valor de K grupos, utilizou-se a média das estimativas
tradicionais de diferenciacdo genética baseadas no Fst das vinte corridas
independentes, para avaliacdo da consisténcia dos agrupamentos em termos de
diferenciacdo genética.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao dos locos minissatélites e microssatélites

Cerca de 39% dos marcadores minissatélites n&o apresentaram
polimorfismo no conjunto de 24 acessos de mamoeiro (CPMini-12, CPMini-13,
CPMini-26, CPMini-29, CPMini-32, CPMini-35, CPMini-38, CPMini-41, CPMini-42,
CPMini-45, CPMini-51, CPMini-52, CPMini-53, CPMini-55, CPMini-57, CPMini-58,
CPMini-59, CPMini-60, CPMini-61, CPMini-66, CPMini-70, CPMini-71, CPMini-77,
CPMini-78, CPMini-79 e CPMini-80) e portanto foram excluidos das andlises
subsequentes. A taxa de monomorfismo dos minissatélites do mamoeiro foi
menor quando comparada aos 87,0% (ECKERT et al., 2005) e 70,2% (BALLY et
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al., 2010), observados na analise do fungo Leptosphaeria maculans, sendo
portanto um indicador da qualidade destes marcadores. No caso dos marcadores
microssatélites, aproximadamente 13% dos marcadores nao foram polimorficos
(CP56, CP64, CP67, CP70, CP74, CP75, CP78, CP79, CP81, CP82, CP90,
CP92, CP99 e ctg-304A5), sendo também excluidos das andlises. A percentagem
de microssatélites monomorficos € menor do que a dos minissatélites,
considerando que a escolha dos microssatélites foi baseada em trabalhos prévios
(CHEN et al., 2007 e OLIVEIRA et al., 2010b) que demonstraram o potencial
destes marcadores na identificagdo de polimorfismo no mamoeiro.

Os demais 40 locos minissatélites analisados apresentaram-se bastante
variaveis tendo sido identificados um total 124 alelos, variando de 2 a 7 alelos por
loco (média = 3,10 alelos por loco) (Tabela 5). Sessenta e cinco por cento dos
minissatélites apresentaram mais de 3 alelos por loco, sendo que os locos
CPMini-21, CPMini-46, CPMini-04 e CPMini-16 foram os mais promissores, tendo
pelo menos 5 alelos por loco. Considerando apenas a analise dos 91 locos
microssatélites polimorficos nas amostras de mamoeiro foram identificados um
total de 325 alelos, com uma média de 3,57 alelos por loco. A maior diversidade
alélica foi observada no loco CP16 (8 alelos) e a menor em 23 locos (CP06,
CPO09, CP11, CP20, CP22, CP23, CP24, CP27, CP28, CP29, CP33, CP36, CP38,
CPM2288CC, P3K2351CC, P3K3143C0, P3K3187CC, P3K3579CC, P3K5504A5,
P3K5988CC, P6K883CC, P8K277CC e P8K594A5), contendo apenas dois alelos
(Tabela 6). Este nUmero médio de alelos esta de acordo com observacdes prévias
de outros autores, que encontraram média de 4,02 (OLIVEIRA et al., 2010b) e
4,53 (MATOS et al., 2013) alelos por loco na analise de gendtipos brasileiros de
mamoeiro. Por outro lado, um maior nimero médio por loco (6,60) foi encontrado
por Ocampo Pérez et al. (2007), na analise de 72 genotipos de mamoeiro com
uso de 15 marcadores microssatélites e por Asudi et al. (2013) na analise de 42
gendtipos de mamoeiro oriundos de seis regides produtoras no Quénia, quando
foram observados 11,93 alelos por loco.

O menor numero meédio de alelos identificados nos marcadores
minissatélites quando comparados aos microssatélites, pode ser explicado pelo
processo natural de mutacdo de sequéncias repetidas em tandem, pois quanto

maior o0 motivo da repeticdo menor o erro de replicagcdo pela polimerase e,
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consequentemente, menor a taxa de mutacdo e a geracdo de novos alelos
(ELLEGREN, 2004).

Vinte e trés alelos dos marcadores minissatélites (18,54%) presentes em
19 locos marcadores (CPMini-01, CPMini-04, CPMini-08, CPMini-09, CPMini-14,
CPMini-15, CPMini-16, CPMini-21, CPMini-22, CPMini-27, CPMini-28, CPMini-46,
CPMini-48, CPMini-56, CPMini-64, CPMini-69, CPMini-72, CPMini-82 e CPMini-
83) foram classificados como raros (frequéncia <0,05) (Tabela 5), enquanto que
nos microssatélites foram observados 45 alelos raros (13,85%) no conjunto de
germoplasma avaliado. De acordo com Asudi et al. (2013), no primeiro estudo
referente a caracterizacdo genética do germoplasma de mamoeiro do Quénia
utilizando marcadores microssatélites, ndo foram observados alelos raros na
populacao. Isto reforca a importancia da identificacdo, com base em marcadores
moleculares, e a preservacéo destes alelos raros no germoplasma do Brasil.

O tamanho dos fragmentos amplificados variou de 130 a 975 pares de
bases (pb) nas analises com minissatélites e entre 90 a 610 nas analises com 0s
microssatélites. Esta variacdo nos tamanhos dos alelos esta de acordo com a
literatura (CHEN et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010b), confirmando que pequenos
ajustes nas condicOes de reacdo da PCR e temperatura de anelamento dos
marcadores nao interferiram na qualidade dos resultados e na obtencdo da
amplificacdo da regido alvo correta.

Os valores de He para os minissatélites variaram de 0,04 (CPMini-22) a
0,76 (CPMini-16), com média de 0,42, enquanto os valores de Ho variaram de
0,00 (CPMini-07, CPMini-10, CPMini-14, CPMini-19, CPMini-25, CPMini-30,
CPMini-36, CPMini-43, CPMini-44, CPMini-49, CPMini-56, CPMini-62, CPMini-63,
CPMini-64, CPMini-69, CPMini-72 e CPMini-75) a 1,00 (CPMini-03), com média
de 0,11, indicando excesso de individuos homozigéticos e baixos niveis de
polimorfismo nesta colecdo de germoplasma de mamoeiro. No caso dos
microssatélites, a He média foi de 0,52, com valor minimo de 0,12 (CP20) e
maximo de 0,81 (CP16 e CP95), enquanto que a Ho média foi de 0,16 com
variacdo de 0,00 (CP22, CPM2288CC, CP63, P3K3384CC, CP68, P3K3187CC,
CP89, CP28, CP09, CP27, CP69, CP52, CP80, CP47, CP97, CP14,
CPM1019CC, CP100, CP59, CP57, CP55, CP83, CP94, CP72, CP73 e CP95) a
1,00 (CP31). Os parametros de heterozigosidade foram ligeiramente mais

elevados para o0s marcadores microssatélites em comparacdo com 0s



63

minissatélites. Além disso, estes parametros estdo proximos aos observados por
outros autores na analise genética do mamoeiro com marcadores microssatélites,
cuja variacao de Ho foi de 0,00 a 0,85 (média de 0,19 - OLIVEIRA et al., 2010b),
0,48 a 0,88 (média de 0,62 - ASUDI et al., 2013) e 0,00 a 1,00 (média de 0,20 -
MATOS et al.,, 2013). Em ambos tipos de marcadores, os valores de Ho foram
menores do que os valores de He, indicando os desvios de cruzamentos
aleatorios, devido ao isolamento entre os diferentes acessos. Contudo,
possivelmente a diversidade genética foi menor neste estudo pelo menor nimero
de acessos de mamoeiro utilizados, bem como pelo fato da maioria dos acessos
serem ginodibicos, culminando com altas taxas de autofecundacao e consequente
reducdo da heterozigosidade e eventuais derivas genéticas. De fato, a analise da
diversidade genética entre cultivares de mamoeiro e espécies relacionadas
utilizando marcadores AFLP mostrou limitada diversidade genética em C. papaya,
cujos resultados foram atribuidos em parte & endogamia presente nas cultivares
predominantemente hermafroditas (KIM et al., 2002).

Os valores de PIC para os marcadores minissatélites variaram de 0,04
(CPMini-22) a 0,73 (CPMini-16) (média de 0,38), enquanto que o indice de
diversidade de Shannon-Wiener variou de 0,17 (CPMini-56) a 1,92 (CPMini-21),
com média de 0,85. Apenas trés marcadores minissatélites (CPMini-22, CPMini-
56 e CPMini-72) apresentaram indice de diversidade de Shannon-Wiener ndo
significativos (Tabela 5). Para os microssatélites, os valores de PIC para os
marcadores microssatélites variaram de 0,11 (CP20) a 0,79 (CP95), com uma
média de 0,47. O indice de diversidade de Shannon-Wiener variou de 0,29 (CP22
e CPM2288CC) a 2,20 (CP16), com média de 1,10. Dos marcadores
microssatélites, o H’ foi ndo significativo apenas para os locos CP22 e
CPM2288CC (Tabela 6). Os valores de PIC dos microssatélites estdo proximos
aos observados por Oliveira et al. (2010b), ao analisarem 96 acessos de

mamoeiro, cuja variagdo foi de 0,08 a 0,81, com PIC médio de 0,53.
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Tabela 5. Numero de alelos por loco (Na), variacdo do tamanho em pares de base
(pb), numero de genodtipos (Ng), heterozigosidade esperada (Hg),
heterozigosidade observada (Ho), conteddo informativo de polimorfismo (PIC),
indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’) € numero de alelos raros (Nar)
referente a caracterizagdo de 40 iniciadores minissatélites polimérficos em 24

acessos de Carica papaya L.

Marker Na Variacdo (pb) Ng He Ho PIC H' Nar
CPMini-01 4 340-400 6 0,56 0,25 0,49 1,44 1
CPMini-03 2 350-650 1 0,50 1,00 0,38 - -
CPMini-04 6 330-500 8 0,75 0,29 0,71 1,86 2
CPMini-07 2 950-960 2 0,31 0,00 0,26 0,49 -
CPMini-08 3 290-310 3 0,34 0,08 0,31 0,65 1
CPMini-09 3 285-300 3 0,16 0,08 0,15 0,46 2
CPMini-10 3 960-975 3 0,67 0,00 0,59 1,10 -
CPMini-14 3 745-755 3 0,32 0,00 0,29 0,59 1
CPMini-15 4 480-500 5 0,46 0,13 0,42 1,00 1
CPMini-16 7 130-170 8 0,76 0,25 0,73 1,77 1
CPMini-19 2 450-460 2 0,41 0,00 0,32 0,60 -
CPMini-21 5 350-420 9 0,68 0,38 0,62 1,92 2
CPMini-22 2 400-410 2 0,04 0,04 0,04 0,18™ 1
CPMini-24 2 160-180 3 0,49 0,04 0,37 0,83 -
CPMini-25 2 220-230 2 0,28 0,00 0,24 0,45 -
CPMini-27 3 330-390 4 0,48 0,17 0,40 1,10 1
CPMini-28 3 280-310 3 0,19 0,13 0,18 0,54 1
CPMini-30 3 450-475 3 0,35 0,00 0,32 0,65 -
CPMini-31 3 285-305 3 0,35 0,17 0,32 0,80 -
CPMini-36 2 390-400 2 0,49 0,00 0,37 0,68 -
CPMini-37 4 345-370 6 0,66 0,33 0,60 1,55 -
CPMini-39 3 280-300 5 0,62 0,25 0,54 1,45 -
CPMini-40 3 390-410 4 0,49 0,13 0,43 1,04 -
CPMini-43 2 780-790 2 0,26 0,00 0,22 0,42 -
CPMini-44 3 380-390 3 0,60 0,00 0,53 1,01 -
CPMini-46 5 320-355 5 0,42 0,04 0,39 0,87 2
CPMini-47 3 400-420 4 0,66 0,41 0,58 1,18 -
CPMini-48 4 320-350 6 0,65 0,13 0,58 1,41 1
CPMini-49 2 310-320 2 0,22 0,00 0,19 0,38 -
CPMini-56 2 250-265 2 0,08 0,00 0,08 0,17™ 1
CPMini-62 3 240-260 3 0,45 0,00 0,41 0,80
CPMini-63 2 440-450 2 0,16 0,00 0,15 0,30 -
CPMini-64 3 820-850 3 0,23 0,00 0,21 0,46 1
CPMini-65 2 170-190 3 0,38 0,17 0,30 0,87 -
CPMini-69 3 220-240 3 0,30 0,00 0,27 0,56 1
CPMini-72 2 200-210 2 0,09 0,00 0,08 0,18™ 1
CPMini-75 2 460-470 2 0,35 0,00 0,29 0,54 -
CPMini-76 4 170-185 5 0,74 0,04 0,69 1,47 -
CPMini-82 4 200-220 5 0,53 0,04 0,47 1,04 1
CPMini-83 4 200-220 5 0,53 0,04 0,47 1,04 1

Média 3.10 3,68 0,42 0,11 0,38 0,85 0,58

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste t.
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Tabela 6. Numero de alelos por loco (Na), variacdo do tamanho em pares de base

(pb), numero de gendtipos identificados (Ng), heterozigosidade esperada (Hg),

heterozigosidade observada (Ho), contetdo informativo de polimorfismo (PIC),

indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’) e niumero de alelos raros (Nagr)

referente a caracterizacdo de 91 iniciadores microssatélites polimorficos em 24

acessos de Carica papaya L.

Marcador N, Variacdo (pb) Ng He Ho PIC H' Nar
CP0O2 3 144-158 3 0,59 0,33 0,52 1,09 -
CPO3 4 238-276 7 0,59 0,25 0,54 1,57 -
CPO05 4 290-320 5 0,66 0,04 0,60 1,28 -
CPO06 2 240-320 3 0,46 0,04 0,35 0,79 -
CPO7 4 175-208 5 0,67 0,42 0,61 1,40 1
CP09 2 395-411 2 0,44 0,00 0,35 0,64 -
CP10 6 180-202 9 0,77 0,23 0,73 1,92 2

CP100 4 282-305 4 0,63 0,00 0,58 1,16 -
CP11 2 568-610 3 0,30 0,29 0,26 0,76 -
CP14 5 217-232 5 0,61 0,00 0,53 1,12 3
CP16 8 202-240 11 0,81 0,71 0,78 2,20 2
CP18 4 238-260 7 0,54 0,21 0,48 1,42 1
CP19 3 156-166 4 0,54 0,21 0,43 1,19 1
CP20 2 248-252 2 0,12 0,13 0,11 0,38 -
CP21 4 142-158 7 0,56 0,25 0,51 1,48 -
CP22 2 246-254 2 0,15 0,00 0,14 0,29™

CP23 2 218-236 3 0,44 0,08 0,35 0,86 -
CP24 2 236-246 3 0,19 0,13 0,17 0,54 -
CP26 3 142-152 4 0,39 0,05 0,35 0,78 -
CpP27 2 347-353 2 0,48 0,00 0,36 0,67 -
CP28 2 186-190 2 0,41 0,00 0,33 0,60 -
CP29 2 550-556 3 0,49 0,17 0,37 1,01 -
CP30 5 222-290 7 0,56 0,13 0,53 1,39 1
CP31 4 160-174 2 0,75 1,00 0,70 0,69 -
CP33 2 401-411 3 0,28 0,17 0,24 0,72 -
CP35 5 162-180 7 0,72 0,25 0,68 1,73 1
CP36 2 452-458 3 0,48 0,13 0,36 0,96 -
CP38 2 498-510 3 0,38 0,17 0,30 0,87 -
CP40 3 154-162 4 0,43 0,21 0,38 1,02 -
CP42 5 260-280 8 0,66 0,23 0,62 1,67 1
CP44 4 228-236 5 0,70 0,46 0,65 1,26 -
CP47 4 248-262 4 0,55 0,00 0,50 1,01 1
CP48 3 210-250 3 0,50 0,52 0,43 0,92 -
CP49 4 196-216 5 0,67 0,37 0,61 1,45 -
CP51 3 290-306 5 0,63 0,17 0,56 1,36 -
CP52 3 189-205 3 0,53 0,00 0,47 0,90 -
CP53 5 305-320 5 0,68 0,08 0,62 1,34 2
CP54 7 215-290 8 0,73 0,17 0,69 1,77 1
CP55 5 250-270 5 0,66 0,00 0,62 1,32 1
CP57 3 283-290 3 0,63 0,00 0,55 1,04 -
CP58 3 357-367 4 0,59 0,13 0,52 1,25 -
CP59 5 367-378 5 0,63 0,00 0,57 1,18

CP61 6 207-220 7 0,57 0,07 0,55 1,39
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Marcador N, Variacdo (pb) Ng He Ho PIC H' Nar
CP62 4 240-260 7 0,65 0,42 0,58 1,78 1
CP63 3 235-249 3 0,20 0,00 0,19 0,43 -
CP66 3 244-270 4 0,53 0,15 0,43 1,09 1
CP68 3 141-155 3 0,29 0,00 0,26 0,54 1
CP69 4 350-377 4 0,52 0,00 0,48 1,00 -
CP71 5 240-255 9 0,77 0,19 0,73 2,00 -
CP72 4 190-205 4 0,70 0,00 0,64 1,28 -
CP73 5 230-243 5 0,74 0,00 0,69 1,43 1
CP80 3 207-220 3 0,54 0,00 0,48 0,92 -
CPS83 4 240-245 4 0,69 0,00 0,63 1,26 -
CP86 3 447-551 4 0,42 0,13 0,35 0,94 1
CP89 3 423-450 3 0,38 0,00 0,34 0,69 -
CP94 4 174-177 4 0,69 0,00 0,63 1,24 -
CP95 6 180-192 6 0,81 0,00 0,79 1,74 -
CP97 3 250-265 3 0,57 0,00 0,48 0,93 -
CP98 4 194-215 3 0,34 0,07 0,31 0,63 2

CPM1019CC 4 130-145 4 0,62 0,00 0,55 1,11 1
CPM1100LCO 4 165-180 4 0,62 0,29 0,54 1,20 1
CPM2288CC 2 175-180 2 0,15 0,00 0,14 0,29™ -
CPM609CC 4 130-170 4 0,56 0,05 0,47 1,01 2
ctg-317CC 3 190-210 3 0,63 0,38 0,55 1,02 -

ctg-32A0 4 145-165 5 0,64 0,21 0,58 1,33 1

ctg-395CC 6 175-210 10 0,76 0,38 0,72 2,05 1
ctg-718CC 5 175-210 7 0,70 0,22 0,66 1,67 -
P3K119CC 6 115-160 8 0,67 0,46 0,63 1,79 1
P3K1200CC 3 160-180 3 0,30 0,09 0,27 0,58 1
P3K150CC 5 125-165 6 0,61 0,50 0,57 1,59 1
P3K1574CC 4 175-200 4 0,58 0,17 0,53 1,12 -
P3K163CC 4 100-150 4 0,42 0,04 0,39 0,84 1
P3K2351CC 2 130-150 3 0,49 0,29 0,37 1,08 -
P3K2630CC 3 155-165 3 0,30 0,09 0,27 0,67 1
P3K3143CO0 2 100-120 2 0,16 0,17 0,15 0,46 -
P3K3187CC 2 180-190 2 0,35 0,00 0,29 0,54 -
P3K3384CC 3 190-210 3 0,23 0,00 0,21 0,46 1
P3K3542CC 4 165-180 5 0,57 0,36 0,51 1,36 1
P3K3579CC 2 170-185 3 0,36 0,22 0,30 0,88 -
P3K3843CC 3 100-120 4 0,45 0,08 0,41 0,92 -
P3K4635CC 5 90-110 6 0,71 0,04 0,67 1,50 1
P3K472CC 4 120-155 4 0,26 0,13 0,25 0,62 2
P3K5504A5 2 160-170 3 0,50 0,09 0,37 0,93 -
P3K5988CC 2 130-140 3 0,45 0,23 0,35 1,00 -
P3K618CC 6 150-210 10 0,79 0,26 0,75 2,07
P3K8229CC 3 180-190 3 0,50 0,17 0,43 0,98
P6K883CC 2 125-300 3 0,44 0,08 0,35 0,86 -
P6K942CC 3 140-150 4 0,57 0,04 0,50 1,09 -
P8K277CC 2 170-190 3 0,48 0,21 0,36 1,03 -
P8K433C0 3 175-190 4 0,54 0,17 0,43 1,16 1
P8K594A5 2 200-210 3 0,28 0,05 0,24 0,59 -
Média 3,57 4,38 0,52 0,16 0,47 1,10 0,50

ns: nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste t.
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O parametro PIC refere-se ao valor do marcador para detecgdo de
polimorfismo numa populacdo, em fungdo do niumero de alelos e a distribuicdo de
sua frequéncia. De acordo com Botstein et al. (1980), os valores de PIC podem
ser agrupados em trés niveis: altamente informativo (PIC>0,5); moderadamente
informativo (PIC entre 0,25 e 0,5) e pouco informativo (PIC<0,25). Com base
neste critério, 25%, 50% e 25% dos marcadores minissatélites podem ser
considerados altamente, moderadamente e pouco informativos, respectivamente,
enquanto no caso dos microssatélites, cerca de 46%, 44% e 10% podem ser
considerados altamente, moderadamente e pouco informativos, respectivamente.

Semelhantemente ao nimero médio de alelos por loco, observou-se menor
taxa de polimorfismo e contetdo informativo em locos minissatélites. Resultados
semelhantes foram observados em espécies de Eucalyptus, onde foram
identificados uma média de 4,42 alelos, He e Ho médios de 0,55 e 0,46,
respectivamente, ao analisarem 21 microssatélites com motivo minimos de
tetranucleotideos (FARIA et al., 2011). Estes valores sdo menores se comparados
com a analise de nove microssatélites di e trinucleotideos em duas populacfes de
E. leucoxylone, quando foram identificados uma média de 12,3 alelos por loco, He
e Ho médios de 0,83 e 0,72, respectivamente (OTTEWELL et al., 2005).

As estimativas He, Ho, PIC e H’ para os locos de mini e microssatélites,
tanto neste trabalho quanto aquelas obtidas na literatura, indicam que existe uma
consideravel diversidade genética nestes locos marcadores para as diversas
andlises genéticas no mamoeiro. Embora ndo hajam relatos que permitam a
comparacao dos parametros de diversidade dos marcadores minissatélites, tanto
0S mini quanto os microssatélites foram eficazes na identificacdo de alelos nos
acessos de mamoeiro avaliados. Isto é especialmente importante, considerando
que a deteccdo da variacdo genética entre individuos é uma exigéncia para
qualquer aplicacdo de marcadores genéticos. Em outras espécies como
Leptosphaeria maculans, o desenvolvimento e analise de marcadores
minissatélites tem-se mostrado de grande importancia para o0 mapeamento
genético e estudo de populacdes (ECKERT et al., 2005). Recentemente, com a
grande disponibilidade de sequéncias de DNA nos bancos de dados e as
vantagens inerentes aos marcadores codominantes, tém sido desenvolvidas
plataformas de identificacdo e desenvolvimento de marcadores minissatélites

(BALLY et al., 2010). Além disso, 0 menor numero de alelos por loco minissatélite
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pode ser vantajoso para o estabelecimento de sistemas e genotipagem multiplex,
pois menores variagdes no tamanho dos alelos permitem o uso de maior nimero
de marcadores no mesmo espectro de deteccdo de fluorescéncia (FARIA et al.,
2011). Locos com maior numero de repeticao tém sido utilizados em analises de
identidade genética e paternidade em humanos, devido a facilidade de
padronizacao dos painéis de marcadores entre diferentes laboratérios, bem como
pela facilidade de implementacdo de sistemas de genotipagem automatizada
(RUITBERG et al., 2001).

Os parametros He, Ho, PIC e H’ foram positivamente correlacionados com
0 numero de alelos dos marcadores minissatélites e microssatélites havendo,
portanto, uma relacéo linear positiva entre estes indices (Figuras 1 e 2). A analise
de correlacédo simples para os minissatélites (Figura 1) indicou que os indices He
(r=0,66), Ho (r=0,56), PIC (r=0,81) e H' (r=0,74) foram significativamente e
positivamente correlacionada com o numero de alelos (P<0,01). Todavia, a
correlagao para os parametros He e Ho foi menor em comparagéo com PIC e H'.
Para os microssatélites, a analise de correlacdo simples (Figura 2) indicou que 0s
indices He (r=0,74), PIC (r=0,78) e H (r=0,82) foram significativamente
correlacionados com o numero de alelos (P<0,01). Por outro lado, nado foi
observada significancia estatistica para o parametro Ho (r=0,24). Resultados
semelhantes foram observados por Chen et al. (2012) ao analisarem uma colecao
de trigo chinesa, na qual o He foi correlacionado positivamente com o niamero de
alelos (r=0,72, P<0,001).
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Figura 1. Distribuicdo de: (A) heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho);
(B) conteudo de informacéo polimérfica (PIC) e indice de Shannon-Wiener (H’) em

func@o do numero de alelos por loco, referente a analise dos minissatélites.
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Figura 2. Distribuicdo da heterozigosidade esperada (He) em funcdo do namero

de alelos por loco, referente a analise dos microssatélites.

Desequilibrio de ligagdo dos marcadores mini e microssatélites

Considerando os 780 pares de combinacdes para os 40 locos minissatélites,
apenas trés pares de marcadores (0,38%) (CPMini-82/CPMini-83, CPMini-
08/CPMini-09 e CPMini-40/CPMini-43) apresentaram desequilibrio de ligacdo
significativo (p<0,01). No caso dos microssatélites, das 4.095 combinag¢fes para os
91 locos microssatélites, 18 delas (0,44%) (CPM1100LCO/P3K2351CC,
P3K1574CClctg-317CC, CP53/CP54, CP72/CP73, CP42/CP44, CP49/CP51,
CP80/CP83, CP66/CP68, CP55/CP58, CP72/CP80, CP44/CP47, CP59/CP61,
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CP23/CP26, CP98/P3K1200CC, P3K3579CC/P3K5504A5, CP23/CP24,
CP11/CP16 e CP51/CP53) apresentaram desequilibrio de ligacdo significativo
(p<0,01).

De fato, de acordo com Chen et al. (2007), os pares de marcadores
CPM1100LCO0/P3K2351CC, P3K1574CCl/ctg-317CC e P3K3579CC/P3K5504A5
estédo localizados nos grupos de ligacéo 4, 7 e 5, respectivamente, muito embora
estejam distanciados a 88, 32 e 33 cM uns dos outros, portanto, distantes o
suficiente para permitir a analise e deteccdo de recombinantes entre os
marcadores. O marcador P3K1200CC ligado ao CP98 pertence ao grupo de
ligagéao 1.

Poder discriminatorio dos marcadores minissatélites e microssatélites

A frequéncia estimada de alelos nulos para os minissatélites CPMini-03 e
CPMini-22 apresentou valores negativos ou proximos de zero, enquanto 0s
demais locos de minissatélites apresentaram valores maiores que 0,06 (Tabela 7).
No caso dos microssatélites, os locos CP31, CP48, P3K3143C0 e CP20
apresentaram estimativas negativas, enquanto que para os demais a frequéncia
estimada de alelos nulos variou de 0,01 a 0,45 (Tabela 8). Estes resultados
podem ser explicados pela presenca de acessos de mamoeiro com alto nivel de
homozigosidade para estes marcadores, tendo em vista que a frequéncia de
alelos nulos é calculada a partir da deficiéncia de heterozigotos. Portanto, estes
altos valores encontrados para as frequéncias de alelos nulos podem ser devidos
a selecdo realizada pelos agricultores para tipos especificos de plantas, bem
como pelo proprio sistema reprodutivo da espécie, e ndo especificamente pela
presenca dos alelos nulos na populagéo.

A potencialidade dos marcadores mini e microssatélites para uso em
analises que visam estabelecer vinculo genético entre individuos foi estimada por
meio da probabilidade de exclusédo de paternidade (PEP) e probabilidade de
identidade (PI).

A PEP refere-se a probabilidade de excluir uma falsa paternidade.
Individualmente (por loco), a PEP variou de 0,02 (CPMini-22) a 0,57 (CPMini-16),
com média de 0,22 para os marcadores minissatélites e de 0,06 (CP20) a 0,63
(CP16), com média de 0,29, para os marcadores microssatélites. Segundo

Rodrigues et al. (2002) um bom marcador para analise de vinculo genético é
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aguele que apresenta altos valores de PEP, sendo adequados valores maiores
que 50%. Neste caso, apenas dois minissatélites (CPMini-04 e CPMini-16) e nove
microssatélites (CP73, CP31, CP54, ctg-395CC, CP10, CP71, P3K618CC, CP95
e CP16) satisfariam esta condicdo. Como a PEP é influenciada pelo numero de
alelos e pela distribuicdo de frequéncias desses alelos na populacdo, o baixo
namero de acessos de mamoeiro utilizados no presente trabalho pode influenciar
nestas estimativas. Portanto, ainda sera necessario investigar a potencialidade
dos demais marcadores para este tipo de analise em um conjunto maior de
acessos. Contudo, quando se considera a probabilidade de exclusdo combinada
(PEC) para todos os locos, os valores chegaram a 0,999 para ambos os
marcadores (Tabelas 7 e 8). De acordo com Collevatti et al. (1999) a PEC ideal
para testes de paternidade € de 0,999999, portanto, tanto os mini quanto o0s
microssatélites de mamoeiro possuem esta capacidade e podem ser utilizados
para esta finalidade.

Tabela 7. Estimativa da frequéncia de alelos nulos (FAN), probabilidade de
exclusdo de paternidade (PEP) e probabilidade de identidade (Pl), referente a
caracterizacdo de 40 iniciadores minissatélites polimorficos em 24 acessos de
Carica papaya L.

Loco FAN PEP PI Loco FAN PEP Pl
CPMini-01 0,20 0,29 0,41 CPMini-39 0,23 0,33 0,37
CPMini-03 -0,33 0,19 0,63 CPMini-40 0,24 0,25 0,43
CPMini-04 0,26 0,52 0,19 CPMini-43 0,20 0,11 0,65
CPMini-07 0,24 0,13 0,62 CPMini-44 0,38 0,33 0,36
CPMini-08 0,19 0,17 0,54 CPMini-46 0,26 0,24 0,42
CPMini-09 0,06 0,08 0,73 CPMini-47 0,15 0,36 0,34
CPMini-10 0,40 0,37 0,33 CPMini-48 0,31 0,37 0,33
CPMini-14 0,24 0,16 0,55 CPMini-49 0,18 0,10 0,68
CPMini-15 0,23 0,25 0,41 CPMini-56 0,07 0,04 0,86
CPMini-16 0,29 0,57 0,14 CPMini-62 0,31 0,24 0,43
CPMini-19 0,29 0,16 0,60 CPMini-63 0,14 0,07 0,75
CPMini-21 0,18 0,42 0,27 CPMini-64 0,18 0,11 0,64
CPMini-22 0,00 0,02 0,92 CPMini-65 0,15 0,15 0,60
CPMini-24 0,30 0,19 0,62 CPMini-69 0,23 0,15 0,57
CPMini-25 0,22 0,12 0,64 CPMini-72 0,08 0,04 0,85
CPMini-27 0,21 0,22 0,551 CPMini-75 0,26 0,14 0,61
CPMini-28 0,06 0,10 0,68 CPMini-76 0,40 0,49 0,22
CPMini-30 0,26 0,18 0,51 CPMini-82 0,32 0,28 0,41
CPMini-31 0,14 0,18 0,51 CPMini-83 0,32 0,28 0,41
CPMini-36 0,33 0,18 0,62 Média 0,21 0,22 0,52

CPMini-37 0,20 0,40 0,30 Total/combinada - 0,999 1,65%
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Tabela 8. Estimativa da frequéncia de alelos nulos (FAN), probabilidade de
exclusdo de paternidade (PEP) e probabilidade de identidade (Pl), referente a
caracterizacdo de 91 iniciadores microssatélites polimorficos em 24 acessos de

Carica papaya L.

Loco FAN PEP Pl Loco FAN PEP Pl

CP02 0,16 0,32 0,38 CP69 0,34 0,31 0,34
CPO3 0,21 0,35 0,31 CP71 0,33 0,55 0,16
CPO5 0,37 0,40 0,30 CP72 0,41 0,44 0,25
CPO6 0,29 0,18 0,61 CP73 0,42 0,50 0,20
CPO7 0,15 0,40 0,30 CP80 0,35 0,29 0,39
CP09 0,31 0,17 0,60 CP83 0,41 0,43 0,26
CP10 0,31 0,55 0,17 CP86 0,21 0,18 0,55
CP100 0,39 0,38 0,29 CP89 0,27 0,19 0,49
CP11 0,01 0,13 0,62 CP94 0,41 0,42 0,28
CP14 0,38 0,34 0,38 CP95 0,45 0,63 0,11
CP16 0,06 0,63 0,11 CP97 0,36 0,28 0,45
CP18 0,21 0,30 0,38 CP98 0,20 0,18 0,51
CP19 0,21 0,24 0,53 CPM1019CC 0,38 0,35 0,35
CP20 -0,01 0,06 0,80 CPM1100LCO 0,20 0,33 0,38
CP21 0,20 0,32 0,36 CPM2288CC 0,13 0,07 0,75
CP22 0,13 0,07 0,75 CPM609CC 0,33 0,27 0,47
CP23 0,25 0,17 0,60 ctg-317CC 0,16 0,34 0,37
CP24 0,05 0,08 0,71 ctg-32A0 0,27 0,37 0,33
CP26 0,24 0,20 0,49 ctg-395CC 0,22 0,54 0,17
CcpP27 0,32 0,18 0,61 ctg-718CC 0,28 0,47 0,21
CP28 0,29 0,16 0,60 P3K119CC 0,13 0,44 0,24
CP29 0,21 0,18 0,62 P3K1200CC 0,16 0,15 0,57
CP30 0,28 0,34 0,30 P3K150CC 0,07 0,39 0,26
CP31 -0,14 0,50 0,20 P3K1574CC 0,26 0,34 0,34
CP33 0,09 0,12 0,64 P3K163CC 0,27 0,23 0,44
CP35 0,27 0,48 0,21 P3K2351CC 0,13 0,19 0,62
CP36 0,24 0,18 0,62 P3K2630CC 0,16 0,15 0,57
CP38 0,15 0,15 0,60 P3K3143CO0 -0,01 0,07 0,75
CP40 0,15 0,22 0,46 P3K3187CC 0,26 0,14 0,61
CP42 0,26 0,43 0,25 P3K3384CC 0,18 0,11 0,64
CP44 0,14 0,45 0,23 P3K3542CC 0,13 0,32 0,36
CP47 0,35 0,31 0,35 P3K3579CC 0,11 0,15 0,60
CP48 -0,02 0,25 0,45 P3K3843CC 0,26 0,24 0,43
CP49 0,18 0,40 0,30 P3K4635CC 0,39 0,47 0,23
CP51 0,28 0,34 0,36 P3K472CC 0,11 0,14 0,59
CP52 0,35 0,28 0,41 P3K5504A5 0,27 0,19 0,62
CP53 0,36 0,41 0,29 P3K5988CC 0,15 0,17 0,61
CP54 0,32 0,52 0,17 P3K618CC 0,29 0,58 0,14

CP55 0,40 0,44 0,23 P3K8229CC 0,22 0,25 0,45
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Tabela 6. Cont...

Loco FAN  PEP PI Loco FAN PEP Pl
CP57 039 0,34 0,37 P6K883CC 0,25 0,17 0,60
CP58 029 0,32 0,37 P6K942CC 0,33 0,30 0,38
CP59 0,39 0,37 0,33 P8K277CC 0,18 0,18 0,62
CP61 0,32 0,38 0,25 P8K433C0 0,24 0,24 0,53
CP62 0,14 0,37 0,33 P8K594A5 0,18 0,12 0,64
CP63 0,17 0,10 0,66

CP66 025 0,24 0,51 Média 0,24 0,29 0,43
CP68 0,22 0,14 0,58 Total/combinada - 0,99 4,33%

A PIl, medida como a probabilidade de dois individuos escolhidos
aleatoriamente em uma populacao apresentarem genétipo idéntico, variou de 0,14
(CPMini-16) a 0,92 (CPMini-22), com média de 0,52 para os marcadores
minissatélites e de 0,11 (CP16 e CP95) a 0,80 (CP20), com média de 0,43 para
0os marcadores microssatélites. A probabilidade combinada de identidade foi de
1,652 e 4,333 para os marcadores mini e microssatélites, respectivamente
(Tabelas 7 e 8). A Pl combinada é a probabilidade de dois individuos
selecionados aleatoriamente em uma populacdo apresentarem genotipos
idénticos para todos os locos, sendo desejado que o0s valores sejam proximos de
zero. Desta forma, também se constatou que tanto os mini quanto o0s
microssatélites de mamoeiro sdo 6timos marcadores para discriminar individuos
de mamoeiro, embora seja possivel utilizar um menor nimero de marcadores
microssatélites em comparacdo aos minissatélites para atingir uma mesma Pl
combinada.

Dentre as técnicas moleculares mais difundidas, o0os marcadores
minissatélites, microssatélites e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) possuem
alto potencial para analises de diversidade genética em germoplasma e genotipos
melhorados, bem como na anélise de parentesco e identificacdo varietal. Porém,
de modo geral os microssatélites sdo atualmente os mais utilizados para analises
de identificagc&o individual e andlise de parentesco em diversas espécies (KIRST
et al., 2005). Contudo, algumas caracteristicas dos microssatélites dificultam a
analise e diminuem a sua precisdo quando comparada com os minissatélites, pois
guanto menor o tamanho do motivo, menor sera a distancia entre alelos e com
iIsso menor a precisdo na identificagcdo genotipica dos fragmentos de DNA. Além

disso, apresentam uma grande quantidade de stutter (picos fantasma) e alelos



75

microvariantes que adicionalmente dificultam a identificacdo precisa dos
gendtipos (WEEKS et al.,, 2002). Em andlises com microssatélites que exigem
maior acuracia, 0s motivos sdo compostos por no minimo quatro bases
(tetranucleotideos), a exemplo dos testes de paternidade e genética forense em
humanos (RUITBERG et al., 2001). Como os minissatélites sdo compostos por
repeticdes de no minimo seis bases, estes requisitos seriam totalmente atendidos.

Em mamoeiro e mesmo em outras espécies vegetais, Sdo raros 0s
trabalhos relacionados a determinacdo da paternidade e identificacdo individual
de gendtipos. Porém, o desenvolvimento de um painel contendo 23 SNPs com
alto poder informativo para identificagdo de cultivares de soja, demonstrou que 0s
marcadores moleculares podem ser utilizados como componente auxiliar para
descricdo e protecdo varietal. Mesmo com relativo baixo nimero de alelos, o
poder informativo dos marcadores mini e microssatélites sdo comparaveis para
andlises desta natureza na cultura do mamoeiro, considerando as elevadas PEC.

Analises de vinculo genético em mamoeiro sdo raras e por iSso hao €&
possivel estabelecer comparacdes para a cultura. Contudo, em outras espécies
como o eucalipto, Kirst et al. (2005) diferenciaram 192 individuos de E. grandis
utilizando seis marcadores microssatélites dinucleotideos, cuja probabilidade de
identidade combinada foi de 2x10° e a probabilidade de exclusdo combinada foi
maior que 99,99%. Da mesma forma, Cardoso et al. (2014) diferenciaram 50
cultivares de feijoeiro com base em 24 marcadores microssatélites, com
probabilidade de identidade combinada de 7,05x10™" e probabilidade de exclusdo
combinada maior que 99,99%, resultados, semelhantes aos obtidos na cultura do

mamoeiro com uso de marcadores mini e microssatélites.

Andlise da estrutura populacional com uso dos minissatélites e
microssatélites

A estrutura populacional dos 24 acessos de mamoeiro foi estimada com
base nos marcadores mini e microssatélites, isolada e conjuntamente.
Considerando apenas a analise dos marcadores minissatélites, o numero de
subpopulacdes (K) identificado com base nos valores da maxima verossimilhanca
e delta K (AK), foi igual a 2, havendo uma subestrutura com K=4 (Figura 3). No
caso dos marcadores microssatélites e da andlise conjunta dos mini e

microssatélites, foram identificadas duas subpopulagbes (K=2) (Figuras 4 e 5
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respectivamente). Neste caso, 0 algoritmo bayesiano assume a existéncia de dois
grupos genéticos com uma frequéncia alélica caracteristica para cada loco
(PRITCHARD et al., 2000).
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Figura 3. Log-verossimilhanca e Delta K do software Structure v.2.3 com K
variando de 2 a 10, com base na analise dos marcadores minissatélites em 24

acessos de mamoeiro.

A identificacdo de uma subestrutura (K=4) utilizando os marcadores
minissatélites indica que estes marcadores podem revelar polimorfismos em
regides gendmicas diferentes dos microssatélites e com isso, identificar uma
estrutura populacional diferenciada. De fato, a analise genética de 27 genoétipos
de amoreira com base em marcadores moleculares revelou alta correlacdo entre
as matrizes de distancia genética RAPD x ISSR (0,72), em detrimento da
correlacdo minissatélites x RAPD (0,45) e minissatélites x ISSR (0,48)
(BHATTACHARYA et al., 2005). Isto indica que as distancias relativas entre as
variedades foram semelhantes entre os marcadores RAPD e ISSR, e a0 mesmo

tempo bastante diversas com base nos minissatélites.
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Figura 4. Log-verossimilhanca e Delta K do software Structure v.2.3 com K

variando de 2 a 10, com base na analise dos marcadores microssatélites em 24

acessos de mamoeiro.
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Figura 5. Log-verossimilhanca e Delta K do software Structure v.2.3 com K

variando de 2 a 10, com base na analise conjunta dos marcadores micro e

minissatélites em 24 acessos de mamoeiro.

Considerando os dados de minissatélites com K=2 (daqui em diante

MiniK2) e uma probabilidade de atribuicdo minima de 0,60 para definicdo dos

acessos pertencentes a cada grupo, 12 acessos foram atribuidos ao Grupo 1
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(CMF008, CMF011, CMFO017, CMF024, CMF038, CMF054, CMF108, CMF135,
CMF138, CMF157, CMF165 e CMF189), 11 acessos ao Grupo 2 (CMFO068,
CMF082, CMF102, CMF115, CMF123, CMF125, CMF128, CMF134, CMF142,
CMF143 e CMF147) e um acesso (CMF129) foi alocado no grupo de mistura, cuja
probabilidade de atribuicdo foi menor do que o critério estabelecido (Figura 6A).

De acordo com Matos et al. (2013) a analise da estrutura populacional de
96 acessos brasileiros de mamoeiro com base em 15 locos microssatélites
indicou maior valor de AK para seis grupos. Contudo, mesmo identificando o
elevado grau de ancestria entre os diferentes grupos, revelando a presenca de
elevada mistura nestas populacdes, estes autores ndo estabeleceram uma
probabilidade minima de atribuicdo dos acessos aos diferentes grupos. Com isso,
nado € possivel estabelecer comparacdes entre estes agrupamentos. Embora
valores minimos para alocacdo de acessos em grupos especificos sejam
atribuidos de forma empirica, o valor de 0,60 tem sido utilizado com sucesso em
algumas espécies de plantas, a exemplo do trigo (CHEN et al.,, 2012) e milho
pipoca (SAAVEDRA et al., 2013).

Utilizando os dados de minissatélites, porém considerando a presenca de
quatro subpopulacdes (daqui em diante MiniK4), quatro acessos foram atribuidos
ao Grupo 1 (CMF008, CMF011, CMF017 e CMF024), quatro acessos ao Grupo 2
(CMF038, CMF054, CMF108 e CMF138), seis acessos ao Grupo 3 (CMF125,
CMF129, CMF134, CMF135, CMF165 e CMF189), oito acessos ao Grupo 4
(CMF068, CMF102, CMF115, CMF123, CMF128, CMF142, CMF143 e CMF147)
e dois acessos (CMF082 e CMF157) alocados no grupo de mistura (Figura 6B).
Com base nesta estrutura, acessos do Grupol (MiniK2) foram alocados nos
Grupos 1 e 2 (MiniK4), enquanto que acessos do Grupo 2 (MiniK2) foram
alocados no Grupo 4 (MiniK4). Por outro lado, o Grupo 3 (MiniK4) foi constituido
por acessos dos Grupos 1 e 2 e da mistura (MiniK2). Além disso, considerando
K=4, os acessos CMF157 e CMF082, anteriormente atribuidos aos Grupos 1 e 2
(MiniK2), respectivamente, formaram um grupo a parte de mistura, cuja maior
probabilidade de atribuicdo foi de 0,58 e 0,52, para os acessos CMF157 e
CMF082, respectivamente (Figura 6B).
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Figura 6. Resultados da atribuicdo da andlise de estrutura genética dos 24
acessos de germoplasma de mamoeiro, com base na andlise dos marcadores
minissatélites. Plotagem de barra do Structure v.2.3, assumindo A) K=2 e B) K=4.
Cada individuo é representado como uma linha vertical e € dividida em K
segmentos coloridos, cujo comprimento € proporcional ao coeficiente individual de

participacdo nos K clusters ou probabilidade de atribuicdo (gx) para cada cluster.

Para os microssatélites foram obtidas duas subpopulacdes (daqui em
diante MicroK2), sendo o Grupo 1 formado por 14 acessos (CMF008, CMFO011,
CMF017, CMF024, CMF038, CMF054, CMF108, CMF123, CMF134, CMF135,
CMF147, CMF157, CMF165 e CMF189) e o Grupo 2 formado por cinco acessos
(CMF082, CMF102, CMF128, CMF138 e CMF142). Diferentemente dos
minissatélites, um conjunto de cinco acessos (CMF068, CMF115, CMF125,
CMF129 e CMF143) foi alocado no grupo de mistura (Figura 7A). Destes acessos,
apenas o CMF129 é comum ao grupo de mistura dos minissatélites (MicroK2).

Portanto, um maior numero de acessos de mamoeiro ndo apresentou
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probabilidade de atribuicdo minima para alocagdo em grupos especificos com uso
dos marcadores microssatélites. O Grupo 1 do MicroK2 foi formado por um
conjunto de acessos pertencentes aos Grupos 1 e 2 do MiniK2.

A analise conjunta dos marcadores mini e microssatélites (K=2) revelou
uma estrutura muito préxima a dos microssatélites isoladamente (Figura 7B). A
Unica diferenca observada refere-se a alocacdo do acesso CMF125 no grupo de
mistura ao invés da sua alocacdo no Grupo 2 (Figura 7B). Considerando o
desequilibrio no nimero de marcadores mini e microssatélites (40 versus 91), é
possivel que o maior nimero de microssatélites tenha proporcionado uma maior
contribuicdo para esta estrutura populacional, de modo a permanecer muito
préxima aquela obtida somente com os marcadores microssatélites.

Em trabalho anterior sobre a estrutura genética em germoplasma, Matos et
al. (2013) identificaram uma sobreposicédo entre os tipos de mamoeiro (Comum,
Formosa e Solo), sugerindo uma origem comum ou a presenca de alta deriva
genética entre eles, considerando que a maioria dos 96 acessos avaliados
apresentaram alelos comuns. Diferencas na representacao destes alelos em nivel
individual e populacional (frequéncia alélica) podem resultar em diferentes
agrupamentos dos acessos, conforme observado para os diferentes tipos de
marcadores moleculares.

Considerando que a avaliacdo da diversidade genética e agrupamento
utilizando marcadores moleculares é importante ndo sO para os curadores de
germoplasma, mas também para fins de melhoramento, o presente estudo
documenta a eficacia comparativa de dois tipos de marcadores para o
entendimento das relacbes genéticas mais usuais para uma gestdo e
conservacao eficiente dos recursos geneéticos da espécie. As principais diferencas
na analise da estrutura populacional com base nos marcadores mini e
microssatélites foram: 1) a presenca de subestrutura (K=4) para os minissatélites;
2) maior nimero de acessos com baixa probabilidade de atribuicdo para alocacéo
em grupos especificos com uso dos microssatélites; 3) pequenas diferencas nos
agrupamentos formados por ambos marcadores, em funcdo das diferentes
frequéncias alélicas. Por outro lado, o conhecimento da estrutura populacional
presente no germoplasma de mamoeiro também é importante para futuros
estudos de associagdo, onde a diversidade de marcadores € correlacionada com

a variacao fenotipica para caracteristicas de interesse. Portanto, 0 uso conjunto
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dos marcadores mini e microssatélites mais informativos pode contribuir para esta

finalidade.
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Figura 7. Resultados da atribuicdo da andlise de estrutura genética dos 24
acessos de germoplasma de mamoeiro: A) com base na analise dos marcadores
microssatélites e B) com base na andlise conjunta dos marcadores minissatélites
e microssatélites. Plotagem de barra do Structure v.2.3, assumindo K=2. Cada
individuo é representado como uma linha vertical e é dividida em K segmentos
coloridos, cujo comprimento € proporcional ao coeficiente individual de
participacdo nos K clusters ou probabilidade de atribuicdo (qx) para cada cluster.

As analises da diversidade e estrutura genética de 27 variedades de
amoreira com base em marcadores minissatélites (DAMD), Inter Simple
Sequence Repeat (ISSR) e RAPD demonstraram que as trés técnicas permitiram
a identificacdo de uma elevada amplitude nas distancias genéticas, embora os
marcadores minissatélites tenham demonstrado melhor ajuste entre as matrizes

de distancia genética e o agrupamento dos genétipos (BHATTACHARYA et al.,
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2005). Adicionalmente, a analise da eficiéncia dos marcadores minissatélites,
CAPS e microssatélites na distingdo de gendtipos bastante semelhantes com a
cultivar de tomate San Marzano com base em dados fenotipicos, demonstrou que
a correlacao entre as distancias genéticas dos marcadores minissatélites versus
dados fenotipicos foi bastante elevada (r=0,98) em comparagdo com 0sS
microssatélites (r=0,51) (CARAMANTE et al., 2009).

CONCLUSAO

Os marcadores do tipo microssatélite se mostraram mais informativos
guando comparado aos marcadores minissatélites. Porém, essa diferenca pode
estar relacionada ao numero de locos utilizados de cada tipo de marcador e pode
ser compensada pelo uso de um maior niumero de locos minissatélites. Além
disso, os minissatélites estdo sujeitos a um menor erro na genotipagem porque
motivos maiores proporcionam um maior poder de deteccdo dos sistemas de

genotipagem.
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CONSIDERACOES FINAIS

O mamoeiro € uma fruteira de expressiva importancia para o Brasil, um dos
principais paises produtores da fruta. Seu cultivo concentra-se em apenas duas
variedades, conduzindo a cultura a uma estreita base genética.

Todavia, a sustentabilidade e expansdo da cultura dependem do
surgimento de novas variedades com caracteristicas superiores para atender as
exigéncias dos mercados interno e externo.

A caracterizacdo e avaliagdo dos recursos genéticos existentes sdo de
fundamental importancia para o conhecimento da diversidade genética na cultura
e ampliacdo da base genética mediante hibridacao.

O uso de marcadores moleculares para caracterizacdo do banco de
germoplasma se torna interessante, uma vez que as informag¢des moleculares
nao sofrem influéncia do ambiente e ndo alteram sua configuracao durante o ciclo
de vida da planta.

Marcadores do tipo RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple Sequence Repeats) ja
foram utilizados na analise da diversidade genética de mamoeiro. Porém, mesmo
0s microssatélites (SSR) que sao marcadores codominantes e apresentam maior
capacidade de revelar polimorfismos quando comparado a outros marcadores de
DNA, ainda apresentaram baixa capacidade de geracdo de informacbes
moleculares.

Os minissatélites ou locos VNTR ('Variable Number of Tandem Repeats')
sdo uma classe de marcadores moleculares pouco explorada, que possuem
regides dispersas no genoma, com sequéncias de 6 a 100 nucleotideos repetidos
em tandem, com um motivo comum de 10 a 15 pares de bases, apresentando alta
capacidade de geracéo de polimorfismos.

Com o recente sequenciamento do genoma do mamoeiro e a consequente

disponibilidade de sequéncias de DNA nos bancos de dados, foi possivel tracar
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estratégias como a mineracdo de sequéncias com repeticdes minissatélites por
meio do programa Tandem Repeats Finder - TRF, o desenho de iniciadores
utilizando o software Primer3 v.4.0 e sua utilizagdo via PCR (Polymerase Chain
Reaction).

O uso de marcadores minissatélites na deteccdo de variabilidade genética
entre 24 acessos de mamoeiro foi considerado satisfatério ao serem comparados
com marcadores do tipo microssatélites, utilizando o mesmo conjunto de acessos.

Mesmo com o menor poder informativo observado nos marcadores do tipo
minissatélites, esse tipo de marcador se mostrou promissor, sendo capaz de
detectar alto nivel de polimorfismo, com variagBes genéticas intraespecificas em
C. papaya, de forma otimizada e com baixo custo.

Vale ressaltar que foi utilizado um maior nimero de marcadores
microssatélites no trabalho de caracterizacdo dos acessos e que estes foram
oriundos de trabalhos prévios que demonstraram o potencial destes marcadores
na identificacdo de polimorfismo do mamoeiro. Sendo assim, a inferioridade
observada nas analises com minissatélites pode ser compensada pelo uso de um
maior nimero de locos.

Contudo, espera-se que os marcadores do tipo minissatélites possam
contribuir para aumentar o nivel de deteccdo de polimorfismo molecular dentro e
entre acessos de mamoeiro, representando assim uma importante ferramenta

para analises genética da espécie.



