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INTRODUGAO

A variabilidade genética dos principais genétipos de mamoeiros havaianos do grupo ‘Solo’ e dos hibridos do
grupo ‘Formosa’ é pouco estudada. O conhecimento da variabilidade genética entre as diversas populagbes de
mamoeiros é importante para o desenvolvimento de cultivares superiores e também para a selegao de progenitores
visando a exploragéo dos efeitos da heterose em cultivares hibridas.

Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfism) se baseiam na amplificagao seletiva, via
PCR (Polymerase Chain Reaction), de fragmentos de DNA gen6mico total, gerados pela clivagem com enzimas
de restrigdo (ZABEAU e VOS, 1993; VOS et al., 1995; LIU, 1998). A andlise de AFLP tem sido empregada de
forma crescente com o propoésito de estudos de DNA ‘fingerprinting’, de divergéncia genética, de mapeamento
genético localizado e de construgédo de mapas genéticos, independentemente da espécie e da complexidade do
DNA (VOS et al., 1995; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores AFLP se destacam pelo grande numero de fragmentos que detectam em apenas um gel,
tornando-se muito eficientes na amostragem do genoma. O grande poder de detecgao de variabilidade genética
advém da exploracédo simultdnea da presenca e auséncia de sitios de restricdo — a exemplo dos marcadores
RFLP —e da ocorréncia de amplificagao de seqliéncias arbitrarias —como nos marcadores RAPD. Outra vantagem
dos marcadores AFLP é a robustez, quando comparados ao RAPD. A utilizagao de iniciadores mais longos no
AFLP, a fase de PCR, aumenta a especificidade da amplificagéo, evitando, dessa forma, a competicdo que ocorre
durante a PCR na analise RAPD (VOS et al., 1995; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; RAMALHO et al.,
2000).

Aprincipal limitagéo dos marcadores AFLP é serem marcadores dominantes (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1988; LIU, 1988; RAMALHO et al., 2000). Dessa forma, apenas um alelo é detectado, ou seja, o que é amplificado
e visualizado no gel. Os gendtipos homozigotos ndo podem ser diretamente separados dos heterozigotos e o
padréo de bandas se caracteriza por fornecer dados binarios, ou seja, presenga e auséncia de banda. Eventualmente,
de acordo com Liu (1998), as marcas podem ser identificadas como codominantes.

O objetivo do trabalho foi avaliar a divergéncia genética entre 22 genétipos de mamoeiros, provenientes do
Estado do Espirito Santo e do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da UENF, utilizando-se marcadores AFLP.

MATERIAL E METODOS

Aandlise de DNA do mamoeiro por meio de marcadores AFLP foi realizada no Laboratério de Melhoramento
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Genético Vegetal, Setor de Genética Aplicada, do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense, localizado em Campos dos Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro.

Os 22 gend6tipos de mamoeiros avaliados foram: ‘Sunrise Solo’, ‘Improved Sunrise Solo Line 72/12’, ‘Baixinho
de Santa Amadlia’, ‘Caliman G’, 'Caliman SG’, ‘Caliman D’, ‘Caliman GB’, ‘Santa Barbara’, ‘Sao Mateus’, ‘Grampola’,
‘Kapoho Solo’, 'Saint Pierre’, ‘Sunrise Solo 783’, ‘Waimanalo’, todos de origem havaiana do grupo ‘Solo’; ‘JS - 11°,
‘JS - 12, 'Costa Rica’, ‘Maradol’, ‘Tailandia’, do grupo ‘Formosa’; e os didicos ‘Califlora’ e Andy.

O isolamento do DNA gendmico foi feito de acordo com o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987), com
algumas modificagées, utilizando-se amostras compostas de folhas jovens, coletadas em seis plantas de cada
genotipo estudado (Figura 1).
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FIGURA 1 — Dendrograma da dissimilaridade genética de 22 genétipos de mamoeiro, com base em marcadores
AFLP, obtido pelo método UPGMA, utilizando-se a distancia do complemento aritmético do indice
de Jaccard.

Atécnica AFLP consiste, basicamente, de quatro etapas: 1) digestdo do DNA genémico com duas enzimas
de restricdo, com diferentes freqiiéncias de corte, ou seja, uma de corte raro EcoR/ e outra de corte freqliente
Msel-ligagao de adaptadores aos sitios de clivagem; 2) amplificagao pré-seletiva, via PCR, com iniciadores que
vao se ligar as extremidades que receberam os adaptadores; 3) amplificacdo seletiva, via PCR, com iniciadores
marcados; e 4) resolu¢édo dos fragmentos em gel de poliacrilamida.

A resolugao dos fragmentos amplificados e marcados com fluorescéncia foi feita utilizando-se o seqiienciador
automatico de DNAAPPLIED BIOSYSTEM - ABI Prism 377, em placas de 36¢cm, previamente preparadas com o
gel de poliacrilamida. O tempo de corrida foi de trés horas, e as imagens do gel foram processadas pelo software
‘GeneScan Analysis’. Posteriormente, utilizou-se o software ‘Genotyper DNA Fragment Analysis’ para efetuar as
analises dos polimorfismos, obtendo-se uma matriz binaria de auséncia (0) e outra de presenca (1).

Os dados obtidos com os marcadores AFLP foram analisados por meio de analise multivariada, visando
estimar a dissimilaridade genética e o posterior agrupamento entre os 22 gendtipos estudados. No agrupamento
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dos gendtipos utilizou-se 0 método hierarquico UPGMA (unweighted pair-method using an arithmetic average),
(DIAS, 1998). Nesta etapa de agrupamento e obteng¢éo do dendrograma, utilizou-se o programa computacional
Statistica 5.0 (Statsof, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises de DNA por marcadores AFLP, e as trés combinagdes de iniciadores utilizados (CAG — ACT;
CAG -AGG; CAG —ACQ), possibilitaram a obtengéo de 64 locos monomorficos e 119 locos polimérficos.

Na Figura 1, encontra-se o dendrograma da distancia genética dos 22 genétipos com base em andlises
AFLP, obtido pelo complemento aritmético do indice de Jaccard, utilizando-se o método hierarquico UPGMA.
Verifica-se que os gendtipos foram agrupados em seis grupos. No primeiro grupo, formado exclusivamente por
gendtipos pertencentes ao grupo ‘Solo’, ficaram agrupados ‘Caliman-G’, ‘Caliman-SG’ e ‘B.S.Amadlia’, ‘Caliman-
GB’, ‘S. Matheus’, ‘Grampola’, ‘'S. Solo 72-12°, ‘Caliman-D’, ‘'S. Solo TJ’ e ‘S. Solo 783’. No segundo grupo
ficaram os genotipos ‘S. Barbara’ e ‘Tailandia’, enquanto no terceiro grupo ficou somente o genétipo ‘S. Solo’. O
quarto grupo foi formado pelos genotipos ‘S. Pierre’, ‘Costa Rica’, Maradol’ e ‘Andy’. No quinto grupo ficaram
agrupados os genotipos ‘Kapoho Solo’, ‘JS-11°, ‘Cariflora’ e ‘Waimanalo’. O genétipo ‘JS-12’ ficou agrupado no
sexto grupo. Os marcadores AFLP, nas condigbes em que foram realizadas as analises dos 22 genétipos de
mamoeiro, mostraram-se adequados ao estudo da diversidade genética do mamoeiro, proporcionando uma
discriminagdo dos gendtipos, em relagdo as caracteristicas de cada genétipo e em relagéo ao grupo a que
pertencem, ‘Solo’ ou ‘Formosa’.

CONCLUSAO

Os resultados encontrados nas condi¢gdes em que este trabalho foi conduzido permitem tirar as seguintes
conclusoes:

- Detectou-se ampla divergéncia genética entre os 22 gen6tipos de mamoeiros analisados, especialmente
entre aqueles do grupo ‘Solo’ e do grupo ‘Formosa’.

- Os marcadores AFLP mostraram-se consistentes na detecgao de variabilidade entre os 22 genétipos
estudados, permitindo discrimina-los em seis grupos distintos.

- Os marcadores AFLP possibilitaram detectar divergéncias entre os grupos de genoétipos pertencentes ao
grupo ‘Solo’ e aqueles pertencentes aos grupos ‘Formosa’ e ‘Dibico’.
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