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INTRODUGAO

Asustentabilidade da cultura do mamoeiro depende basicamente de novos gendtipos com caracteristicas
agronOmicas superiores, frutos que atendam as exigéncias dos consumidores, dos mercados interno e externo,
com maior longevidade p6s-colheita, e que apresentem resisténcia as principais pragas e doengas que atacam a
cultura.

A pouca disponibilidade de genétipos superiores tem sido um dos principais fatores limitantes a obtengao
de altas produtividades, associadas a caracteristicas de frutos que possam atender esses mercados,
disponibilizando-lhes frutos de alta qualidade. Nesse cenario, o melhoramento genético tem papel fundamental
no desenvolvimento da cultura do mamoeiro, disponibilizando novos cultivares de interesse comercial, que possam
proporcionar a continuidade e o aumento das exportagées, seja na manutengao dos atuais, bem como na conquista
de novos mercados consumidores.

Os trabalhos na area de selegéo de plantas tém se baseado, tradicionalmente, no desempenho fenotipico
dos individuos. Entretanto, a avaliagdo genética dos individuos baseada no fenétipo ¢ influenciada por uma série
de fatores ambientais, que torna dificil, em muitos casos, a separagéao do componente de natureza genética.
Deve-se considerar, ainda, a existéncia de caracteristicas de importancia econémica, de dificil mensuragéo ou de
baixa herdabilidade, para as quais os métodos tradicionais de sele¢éo nédo sao efetivos.

Nos ultimos anos, com o avango da genética molecular, alternativas técnicas estao sendo disponibilizadas
aos melhoristas de plantas. Dentre elas estédo os marcadores moleculares, empregados com sucesso em estudos
de divergéncia genética em populacdes, confeccdo de mapas genéticos de ligagdo, DNA - Fingerprinting,
mapeamento de QTLs (locos de caracteristicas quantitativas), clonagem de genes de interesse agronémico,
além de ser ferramenta importante em trabalhos de selec¢éo assistida por marcadores.

ACULTURA DO MAMOEIRO

A cultura do mamoeiro no Brasil concentra-se, atualmente, na regido Norte do Estado do Espirito Santo e
no Estado da Bahia, com area cultivada, em 1998, de aproximadamente 39.700 ha (AGRIANUAL, 2001).

Na década de 1970, o Estado de Sao Paulo destacava-se como o principal produtor nacional, com
predominancia, em seus pomares, de cultivares de mamoeiros didicos ou ‘comum’, de frutos grandes e
arredondados. O declinio da area plantada no Estado de Sao Paulo decorreu do aparecimento do virus do mosaico
do mamoeiro nas regides produtoras, inviabilizando seu cultivo naquele estado (MARIN e RUGGIERO, 1988).

A partir dos anos de 1976/77, com a introdugao dos cultivares havaianos do grupo ‘Solo’ e de cultivares
hibridos do grupo ‘Formosa’, nos Estados do Parda, da Bahia e do Espirito Santo, houve aumento significativo da
comercializagéo e da area cultivada, em razdo da grande aceitagao dos frutos tanto no mercado interno quanto
no externo (MARIN et al., 1994b).
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Na regido Norte do Estado do Espirito Santo e no Estado da Bahia, as condi¢des edafoclimaticas favoraveis
e a introdugao do cultivar ‘Sunrise Solo’ possibilitaram que a exploragao da cultura do mamoeiro, em poucos
anos, se tornasse uma atividade agricola de alta rentabilidade e de grande importancia para essas regides como
geradora de empregos.

Adrea cultivada com mamoeiro na regido Norte do Estado do Espirito Santo, no ano de 1999, era de 6.561
ha, e, devido a alta tecnologia aplicada ao manejo dos pomares, obtiveram-se as maiores produtividades do Pais,
com rendimento médio estimado em 57,0 t/ha. No ano de 2002, segundo dados obtidos na Unidade Regional do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento, a area plantada com mamoeiros dos grupos ‘Solo’ e
‘Formosa’ chegava a 10.686,60 ha.

No final da década de 1980, a cultura do mamoeiro gerava para o Estado do Espirito Santo divisas da
ordem de 55 milhdes de dblares com a comercializagéo dos frutos no mercado interno e externo, além da criagao
de aproximadamente 12.000 empregos diretos por ano (MARIN et al., 1989).

Em 1999, as exportacdes de frutos de mamao do Brasil foram da ordem de 15.709 toneladas, gerando
divisas para o Pais de aproximadamente 13,57 milhdes de dolares (AGRIANUAL, 2001).

TAXONOMIA E MORFOLOGIA DO MAMOEIRO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma planta dipléide (2n = 18), pertencente a classe Dicotyledoneae,
ordem Violales e a familia Caricaceae. Essa familia apresenta quatro géneros, com 31 espécies, distribuidas em:
Carica (22 espécies), Jacaratia (seis espécies), Cylicomorpha (duas espécies) e Jarilla (uma espécie) (FREIRE,
1966; JOLY, 1993).

De acordo com Andrade (1980), o caule do mamoeiro é cilindrico, com 10 a 30 centimetros de diametro,
fistuloso, ereto, encimado pelas folhas, as quais sao dispostas em forma de espiral. A altura das plantas pode
variar de 3 a 8 metros. O sistema radicular é pivotante, com a raiz principal bastante desenvolvida. Ha ocorréncia
de vasos laticiferos em todas as partes da planta. As folhas de Carica papaya L. apresentam limbo amplo, com
até 70 centimetros de didmetro, orbicular, profundamente palmatilobadas, com 7 a 13 nervuras principais.
Apresentam peciolos, fistulosos com 50 a 70 cm de comprimento.

O mamoeiro é uma espécie poligama, que se caracteriza por apresentar trés tipos de plantas em relagéo
a expressdo do sexo, ou seja, macho, fémea e hermafrodita (HOFMEYR, 1938). Assim, por essa razéo, a
biologia floral do mamoeiro tem sido estudada intensivamente, em especial com relagdo a expressao do sexo.

De acordo com Siméo (1971), o mamoeiro apresenta um polimorfismo muito grande no que diz respeito a
sua biologia floral, podendo apresentar até 32 formas florais diferentes. Os cinco tipos de flores que ocorrem com
maior freqiéncia, segundo Giacometti e Mundim (1953), Marin e Gomes (1986) e Medina (1989), séo brevemente
descritos a seguir:

- Tipo | (Flor feminina): E uma tipica flor feminina ou pistilada. Nao apresenta estames ou, quando presentes,
séo rudimentares. O ovério é grande, arredondado, afunilando-se para o apice, onde se inserem cinco estigmas
em forma de leque. Originam frutos normalmente arredondados ou ligeiramente ovalados, apresentando a cavidade
interna grande em relagao a espessura da polpa.

- Tipo Il (Flor hermafrodita pentandrica): Assemelha-se muito a flor feminina, diferenciando-se apenas por
apresentar o érgao masculino com cinco estames curtos, cujos filamentos se inserem em sulcos profundos na
parede do ovario. Da origem a frutos arredondados com cinco sulcos longitudinais.

- Tipo lll (Flor hermafrodita carpeldide): Apresenta inimeras formas anormais, causadas pela tendéncia dos
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estames de se tornarem carpeldides em grau variado. Os estames sdo em nimero de 2 a 10, com variados graus
de fuséo das pétalas no ovario ou ambos. D& origem a frutos malformados, denominados frutos carpeloides.

- Tipo IV (Flor hermafrodita elongata): E a tipica flor perfeita ou bissexual. O érgdo masculino apresenta dez
estames funcionais e o feminino, um ovario alongado, geralmente composto de cinco estigmas. Origina frutos
alongados com variagoes de periforme a cilindrico. Quando comparado aos frutos originados de flores femininas,
apresenta uma cavidade interna menor que a dos primeiros com relagao a espessura da polpa.

- Tipo V (Flor masculina): Estas flores apresentam os érgaos masculino e feminino, sendo o primeiro
constituido por dez estames funcionais, soldados as pétalas e dispostos em duas séries, sendo cinco superiores
e cinco inferiores. O segundo é muito rudimentar e geralmente estéril, entretanto, em certas épocas do ano, as
plantas do sexo masculino podem produzir algumas flores hermafroditas, oriundas da alteragdo ou do
desenvolvimento do pistilo rudimentar, dando origem a frutos denominados mamdes-machos.

Dentre os cinco tipos de flores que ocorrem com maior freqiiéncia, anteriormente descritos, a rigor, 0s
Tipos Il e Il sdo variagdes fortemente influenciadas por fatores ambientais.

As caracteristicas do fruto do mamoeiro, citadas por Simao (1971) e Purseglove (1971), sdo: forma oblonga,
arredondada, alongada, cilindrica e piriforme. A casca é fina, lisa, verde, tornando-se amarelada ou alaranjada
quando madura. Apolpa pode variar de amarela, rosada, alaranjada ou avermelhada, € comestivel, possui textura
firme ou delicada e perfume acentuado ou néo.

GENETICA DO SEXO DO MAMOEIRO

O mamoeiro é uma espécie poligama que se caracteriza por apresentar trés tipos primarios de plantas:
masculina, feminina e hermafrodita. Os primeiros estudos genéticos sobre a heranga do sexo em mamoeiro
foram conduzidos, de forma independente, por Hofmeyr (1938), na Africa do Sul, e por Storey (1941), no Havai.
Nos cruzamentos controlados realizados por ambos os autores, entre os trés tipos de flores, os seguintes
resultados foram encontrados: flor masculina x flor feminina - as sementes produzidas nesse cruzamento originaram
50% de plantas masculinas e 50% de plantas femininas; flor hermafrodita x flor feminina - 50% de plantas
hermafroditas e 50% de plantas femininas; flor masculina x flor hermafrodita - 33% de plantas masculinas, 33%
de plantas hermafroditas e 33% de plantas femininas; e flor hermafrodita x flor hermafrodita - 66% de plantas
hermafroditas e 33% de plantas femininas. Com base nos resultados obtidos, Hofmeyr (1938) adotou os simbolos
m para o alelo que determina feminilidade, M, para masculinidade e M, para hermafroditismo. Assim, o genotipo
dos individuos gindicos € mm, dos andrdicos M,m e dos andromondicos M,m. As combinagGes entre os alelos
dominantes M,M,, M,M, e M.M, de acordo com Storey (1941), s&o letais no zigoto, ndo ocorrendo na natureza. A
Unica forma homozigota viavel € mm. Storey (1953) também sugeriu que estéo presentes dois genes supressores:
0 gene sa, controlando a supressao completa da masculinidade quando a planta é feminina e o efeito parcial de
supressao da masculinidade em plantas masculinas e hermafroditas em determinadas condigées climaticas; e o
gene sg, controlando a supressao completa da feminilidade em condi¢cdes de homozigose ou supressao parcial
em heterozigose em determinadas condigées ambientais.

Horovitz e Jimenez (1967), trabalhando com outras espécies de Carica, além de Carica papayal., propuseram
uma hipétese similar, usando a terminologia de cromossomo sexual X, Y e Z, em que XX designa planta feminina,
XY', a planta masculina, e XY2, a planta hermafrodita (somente na espécie Carica papayal.) e ZZ, plantas
mondicas. No cruzamento entre espécies didicas e mondicas, o genétipo XZ pode ser de planta mondica ou de
planta feminina, dependendo da planta pistilada usada como genitor. As combinagdes Y'Y', Y'Y2 e Y2Y2 s&o letais.
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Em razéo do insucesso do cruzamento entre plantas hermafroditas de Carica papaya L., bem como de outras
espécies mondicas e didicas, a combinagdo genotipica ZY2 é somente tedrica. A hipdtese também postula que o
cromossomo Z, homélogo ao X e ao Y, contém o gene F, que controla a expressao da feminilidade (ginoicia) e o
gene Am, que controla a expressdo da masculinidade (androicia).

A heranga do sexo em mamoeiro tem controle monogénico com alelos mdltiplos (HOFMEYR, 1967;
HOROVITZ e JIMENEZ, 1967).

MELHORAMENTO GENETICO DO MAMOEIRO

O desenvolvimento de um programa de melhoramento genético deve basear-se em objetivos claramente
definidos, com agdes de curto, médio e longo prazos, visando facilitar o planejamento das etapas subsequentes
(BOREM, 1997).

No Havai, de acordo com Nakasone (1980), foram estabelecidos os objetivos do programa de melhoramento
genético do mamoeiro: plantas com alto vigor, frutificagdo precoce e com menor altura de inser¢éo do fruto,
auséncia ou ocorréncia minima de carpeloidia, auséncia ou ocorréncia minima de esterilidade feminina na forma
hermafrodita, resisténcia a insetos e alta produtividade de frutos por planta; fruto uniforme, com peso aproximado
de 0,45 kg/fruto, forma alongada, piriforme ou oval, casca lisa, sem manchas, polpa espessa, de coloracdo
amarelo-alaranjada e de consisténcia firme, com altos teores de aglcares e auséncia de odor desagradavel, bem
como resisténcia a varias doengas especificas do fruto.

Na regiao Norte do Estado do Espirito Santo, Marin et al. (1989) estabeleceram, na seleg¢éo de cultivares
do grupo “Solo”, nas condig¢des de cultivo daquela regido: altura das primeiras flores inferior a 70 cm, auséncia ou
ocorréncia maxima de até 10% de flores hermafroditas estéreis, auséncia ou ocorréncia de até 20% de flores
hermafroditas pentandricas, capacidade de produgao acima de 80 frutos por planta e fruto com peso entre 400 e
750 gramas, formato piriforme, casca lisa, polpa consistente e de coloracéo vermelho-alaranjada.

A base para os trabalhos de melhoramento genético do mamoeiro em varios paises tem sido os estudos
genéticos feitos por Hofmeyer (1938), Storey (1938), Awada (1953) e Horovitz (1954).

A obtencgao de cultivares de mamoeiro endogamicos foi o principal objetivo de trabalhos de melhoramento
genético conduzidos na india (SING, 1953), no Havai (STOREY, 1953) e em Porto Rico (DHALIWAL, 1966).

Efeitos depressivos da endogamia sobre o0 vigor do mamoeiro ndo foram reportados em trabalhos conduzidos
por Sing (1953); Morin (1967) e Nakasone (1980). Em estudos conduzidos por Hofmeyer (1938), na Africa do Sul,
e por Hamilton (1954), no Havai, os autores também verificaram que autofecundagdes sucessivas ndo causaram
efeitos depressivos sobre o vigor do mamoeiro.

De acordo com Nakasone, citado por Vasconcelos et al. (1982), no Havai os trabalhos de melhoramento
genético ndo exploram o efeito da heterose no mamoeiro, devido ao fato de as linhagens oriundas do grupo “Solo”
nao apresentarem caracteres contrastantes, portanto ndo sendo viavel a exploragéo do vigor hibrido em trabalhos
de melhoramento genético.

A heterose ou o vigor hibrido, fenébmeno decorrente do cruzamento entre individuos contrastantes, tem
sido observada na maioria das espécies, inclusive nas autégamas (BOREM, 1997). Estudos acerca da divergéncia
genética, ou seja, das diferencas nas frequéncias alélicas das populagdes, tém importancia fundamental na
escolha de variedades a serem utilizadas como genitores, uma vez que a distancia genética entre os genitores é
indicativa da expresséao heteroética nas progénies (FALCONER, 1981).

No mamoeiro, efeitos benéficos da heterose foram observados por Lassoudiere (1968), trabalhando com
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um hibrido F,, proveniente do cruzamento entre os genotipos “Philippine” x “Solo”, o qual se mostrou mais
vigoroso e com floragdes mais precoces.

Mekano e Nakasone (1975) observaram efeito positivo da heterose em cruzamentos interespecificos de
Carica cauliflorae Carica goudotianacomo genitores com Carica monoica. Em ambos os cruzamentos, a altura
de plantas, o didmetro do caule, o nimero e o peso medio dos frutos da geragéo F, foram significativamente
superiores em comparagao aos genitores mais vigorosos (C. cauliflorae C. goudotiana).

Tem-se observado vigor hibrido na geragéo F, dos cruzamentos entre “Solo” e outros genétipos contrastantes
entre si, entretanto 0 mesmo nao acontece quando o cruzamento é feito entre linhagens do grupo “Solo”,
provavelmente devido a relagao genética muito préxima entre elas (HAMILTON, 1954).

Vasconcelos et al. (1982) avaliaram seis linhas endégamas e quatro hibridos oriundos de cruzamento entre
elas e observaram efeito positivo da heterose sobre a produgéo, o nimero e o peso de frutos, a precocidade e
altura de plantas entre os hibridos, quando comparados com as linhas.

Storey (1953) cita que um dos métodos de melhoramento mais usados na cultura do mamoeiro é o estudo
da capacidade combinat6ria para produgao de hibridos, que consiste em reunir tantos genétipos quanto possivel
em um mesmo local e selecionar, dentre eles, aqueles que apresentam caracteristicas mais desejaveis para
serem usados nos cruzamentos.

Giacometti e Mundin (1953) estudaram a capacidade combinatéria em cruzamentos de dez genétipos de
mamao didico e hermafrodita introduzidos no Instituto Agronémico de Belo Horizonte. Os autores ndo observaram
combinacgdes desejaveis, provavelmente, devido a heterozigose dos gendtipos utilizados nos cruzamentos.

De acordo com Nakasone e Storey (1955), apds o cruzamento entre cultivares contrastantes, duas
estratégias podem ser utilizadas. A primeira consiste em conduzir as geragoes subseqlientes por meio de
autofecundagdes sucessivas, visando aumentar a probabilidade de se recuperar genétipos com caracteres
desejaveis por meio da analise do pedigree; os retrocruzamentos sdo a segunda op¢ao, especialmente se um
dos progenitores apresenta caracteristicas desejaveis para ser usado como recorrente.

Nakasone et al. (1972) afirmam que a melhoria das principais caracteristicas da planta e do fruto do
mamoeiro podera ser conseguida por meio de cruzamentos sistematicos entre cultivares contrastantes. Entretanto,
o processo de sele¢cdo demanda tempo, pois, junto com as caracteristicas desejaveis, poderao ser introduzidas
no novo hibrido outras caracteristicas indesejaveis, acarretando, dessa forma, demora na obtencéo de cultivares
com aceitagao comercial.

Giacometti e Ferreira (1988) entendem que as etapas de selegao das progénies dependem da escolha dos
progenitores de acordo com a herdabilidade de cada caracteristica em estudo. Os mesmos autores sugerem
duas alternativas para cruzamentos de mamoeiros gindico-andromondico: cruzamentos entre progenitores de
porte baixo e frutos com cor de polpa salméo, podendo, neste caso, ja na geragéo F,, selecionar combinagbes
hibridas desejaveis de porte baixo e frutos com polpa de cor salméo; e cruzamentos de um progenitor de porte
alto e fruto de polpa alaranjada com outro de porte baixo e fruto de polpa cor salméo, sendo, nesse caso, a
selegdo efetuada entre os genotipos segregantes da geragéo F,, para plantas baixas e frutos de polpa cor
salmao. Nas duas alternativas, se na geragéo F, as qualidades do fruto, como tamanho, consisténcia, sélidos
soluveis e sabor, ndo estiverem presentes entre as plantas selecionadas, retrocuza-se com um dos progenitores
com caracteristicas desejaveis. Na geracao resultante do retrocruzamento, poder-se-ao obter plantas e frutos
portadores de caracteristicas agronémicas desejaveis, as quais serao autofecundadas novamente. Os genétipos
selecionados na geragéo F, serdo autofecundados até a fixag&o genotipica, o que devera ocorrer nas geragoes F,
ouF,.
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Em trabalhos conduzidos no Havai, Nakasone (1980) concluiu que a forma do fruto € um carater herdado
quantitativamente, enquanto o odor forte semelhante a éter € um carater controlado por gene simples recessivo.
Também mostrou que os tipos de casca lisa sdo dominantes sobre os tipos de casca rugosa, e, em relacéo a cor
de polpa, ha evidéncias de que a polpa vermelha € um mutante controlado por gene simples recessivo.

Cattaneo (2001), em trabalho conduzido em Linhares (ES), verificou que as caracteristicas altura de
florescimento, nimero de frutos por planta e peso de frutos apresentaram alta herdabilidade no sentido restrito.
Os resultados evidenciaram que métodos simples aplicados a sele¢ao dessas caracteristicas podem possibilitar
ganhos expressivos. As caracteristicas altura de plantas, diametro de caule e produtividade de frutos apresentaram
baixa herdabilidade no sentido restrito, sugerindo a necessidade de métodos de melhoramento mais trabalhosos
ou a selecéo indireta para a obtengao de ganhos satisfatorios.

MARCADORES GENETICOS

Marcadores genéticos s&o quaisquer caracteristicas, processos bioquimicos ou fragmentos de DNA que
permitem a distingao de individuos geneticamente diferentes (BOREM, 1997). Os marcadores genéticos utilizados
em plantas podem ser morfoldgicos, citolégicos, bioquimicos ou moleculares.

Os primeiros marcadores utilizados, que contribuiram com a genética e o melhoramento de plantas, foram
o0s marcadores morfolégicos, de acordo com Sax (1923), citado por Borém (1997) e Ferreira e Grattapaglia
(1998). Embora essa classe de marcadores seja de facil monitoramento, existe em nimero limitado em uma
mesma espécie; sua descrigao depende do desenvolvimento da planta e sua expressao génica pode ser influenciada
por fatores ambientais.

As isoenzimas foram os primeiros marcadores moleculares a serem utilizados com varias aplicagoes.
Entretanto, de acordo com Ferreira e Grattapaglia (1998), apesar de os marcadores isoenzimaticos serem co-
dominantes, de baixo custo e de facil execugéo, tém a desvantagem de proporcionar pequena cobertura do
genoma.

O desenvolvimento das técnicas de marcadores de DNA trouxe novos avangos para o melhoramento genético
vegetal, sendo utilizados com éxito em varias culturas. Entre as vérias aplicagdes dos marcadores de DNA, estao
os estudos de divergéncia genética em populagdes, a confec¢éo de mapas genéticos de ligacdo (PEREIRA et al.,
1994; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1988) e o mapeamento de QTLs (locos de caracteristicas quantitativas)
(LEE, 1995; PEREIRA e LEE, 1995), além de ser ferramenta importante em trabalhos de selegéo assistida por
marcadores.

Entre os marcadores moleculares que se baseiam na analise do DNA genémico, estao o RFLP (“Restric-
tion Fragment Length Polymorphisni’) ou polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo, os Minissatélites
ou VNTR (Variable Number Tanden Repeats), 0 RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”), ou polimorfismo
de DNA amplificados ao acaso, o AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”) ou polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados, e os Microssatélites (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

MARCADORES MORFOLOGICOS
O uso de genes polimérficos para facilitar a selegéo de plantas foi proposto por Sax, em 1923, segundo

Borém (1997). Até meados da década de 1960, os marcadores utilizados em estudos de genética e melhoramento
eram controlados por genes associados a caracteres morfolégicos, em geral, caracteristicas fenotipicas de facil
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visualizagdo, como nanismo, deficiéncia de clorofila, cor de pétala ou morfologia foliar (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998). O numero de marcadores morfolégicos € muito variavel para as diferentes espécies de plantas, e também
muito limitado, sendo insuficiente para 0 mapeamento genético ou outras aplicagdes. Além disso, esses marcadores
freqlientemente sao afetados pela acéo génica de dominancia, pelo efeito ambiental, pela pleiotropia e epistasia.
O reduzido nimero e a natureza dos marcadores morfol6gicos restringiram os estudos dos caracteres quantitativos
(QTs) as espécies nas quais havia sido alcangcada uma caracterizagdo genética substancial, como o milho, a
ervilha e o tomate. A eficiéncia maxima do marcador ocorre quando ele se constitui no proprio alelo de interesse
(RAMALHO et al., 2001).

Os marcadores morfoldgicos apresentam a desvantagem de serem identificados, em sua maioria, somente
em planta inteira ou adulta, podendo ocasionar demora no processo. Por outro lado, os marcadores bioquimicos
ou fragmentos de DNA podem ser utilizados a partir de amostras de células ou de tecidos de partes da planta
(folhas, embrides, cotilédones, polen etc.) e também em qualquer estadio de desenvolvimento dela, sem estarem
sujeitos as variagcoes ambientais.

MARCADORES BIOQUIMICOS

Isoenzimas

O termo isoenzima define um grupo de multiplas formas moleculares da mesma enzima que ocorrem em
uma espécie, como resultado da presenga de mais de um gene codificando cada uma das enzimas de acordo
com Moss, 1982, citado por Ferreira e Gratapaglia (1998).

As isoenzimas tém sido utilizadas no estudo de dispersdo de espécies, na analise de filogenias, no
melhoramento de plantas — possibilitando a detec¢ao de ligagdo génica com caracteres mono e poligénicos,
identificacédo de cultivares, introgressao génica, avaliacdo de germoplasma — e, de forma mais limitada, na sele¢ao
indireta de caracteres agrondmicos (BOREM, 1997; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

As isoenzimas desempenham a mesma atividade catalitica, mas podem ter diferentes propriedades cinéticas
e ser separadas por processos bioquimicos. O nimero de isoenzimas de determinada enzima esta relacionado
ao numero de compartimentos subcelulares onde a mesma reagéo catalitica é realizada (Gottlieb, 1982, citado
por FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

A andlise isoenzimatica envolve basicamente trés etapas: extra¢éo de proteinas do tecido vegetal, separagéo
destas proteinas através de eletroforese e coloragéo histoquimica do gel, o que permite a visualizagdo do produto
em forma de uma “banda”.

As isoenzimas fornecem ampla informagao genética para diversas aplicagdes. E uma técnica relativamente
barata e acessivel, que, embora em pequeno nimero, mais de um loco isoenzimatico pode ser analisado rapida
e simultaneamente. Por isso, mesmo hoje, com técnicas mais modernas, as isoenzimas continuam sendo uma
classe de marcadores muito Util para andlises genéticas que néo requeiram amostragem ampla do genoma.
Alelos isoenzimaticos sédo co-dominantes, isto €, genétipos heterozigotos e homozigotos de determinado loco
sao facilmente identificados, permitindo estimar parametros como freqiiéncias genotipicas e alélicas e, a partir
destes, coeficientes de diversidade génica e heterozigosidade (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Porém, quando a investigacao requer cobertura mais ampla do genoma, como no caso de mapeamento
genético ou caracterizagao detalhada de germoplasma, as isoenzimas apresentam duas limitagdes basicas: o
numero total de locos que podem ser detectados no genoma e o nimero de alelos por loco. Outras limitagbes das
isoenzimas como marcadores sdo: modificagdes pds-traducdo das enzimas, produzindo as “isoenzimas
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conformacionais”, as quais diferem em estruturas secundarias e terciarias; polimorfismo enzimatico em resposta
a condi¢des ambientais; diferengas na atividade isoenzimatica associadas a estadios diferentes de desenvolvimento,
dentre outras (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; BOREM, 1997).

MARCADORES MOLECULARES BASEADOS EM RESTRIGAO E HIBRIDAGAO DE SEQUENCIAS DE DNA
Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricao — RFLP

Na técnica RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restri¢cdo), fragmentos sédo obtidos
por corte da fita dupla de DNA, que é evidenciado pela fragmentagédo do DNA por meio do uso de enzimas de
restricdo e observado por hibridizagdo desses fragmentos com seqiiéncias homélogas de DNA marcadas com
radioatividade ou compostos que desencadeiam uma reagao de luminescéncia. Para que o polimorfismo seja
detectado, é necessario que as seqléncias de nucleotideos nas fitas de DNA de dois ou mais individuos
comparados sejam distintas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; BOREM, 1997).

O polimorfismo observado na técnica de RFLP ocorre porque o DNA de individuos geneticamente distintos
difere na seqiiéncia de nucleotideos ao longo da fita. A presenga ou auséncia de seqliéncias especificas de
quatro a oito pares de bases, reconhecidas e clivadas pelas enzimas de restricdo, pode variar entre diferentes
individuos, gerando polimorfismo. Ao ser submetido a clivagem com uma enzima de restrigdo, o DNAde individuos
geneticamente distintos € cortado nos sitios de restricdo, gerando fragmentos de diferentes tamanhos. A base
genética do polimorfismo observado resulta de mutagdes nos sitios de restricao, dele¢des e rearranjos entre 0s
sitios (FERREIRAe GRATTAPAGLIA, 1998; BOREM, 1997; RAMALHO et al., 2001).

As sondas podem ser obtidas por meio de: transcrigéo reversa de mRNA do organismo em estudo,
produzindo-se uma biblioteca de moléculas de DNA complementar (“cDNA library”), sendo esta a mais comum;
fragmentos de DNA gendmico clonados ao acaso (“genomic library”); amplificagdo via PCR de seqliéncias
conhecidas utilizando primers especificos; e por fim, por meio de bandas RAPD selecionadas e obtidas de gel de
eletroforese e amplificadas via PCR (RAMALHO et al., 2001).

Comparados as isoenzimas, os marcadores RFLP possuem a vantagem de cobrir todo o genoma do
organismo estudado. Possuem expressao co-dominante, isto €, em cada loco estudado é possivel identificar
genotipos hetero e homozigotos, gerando mais informagdes e permitindo analise detalhada da agdo génica e da
interagdo entre os alelos. Ao contrario das isoenzimas, o nimero de marcadores RFLP é praticamente ilimitado,
e o nivel de polimorfismo alélico em cada loco é muito maior. Outra caracteristica de marcadores de DNA em
relacdo a isoenzimas é a alta estabilidade do DNA, que pode ser extraido, conservado e reutilizado por longos
periodos de tempo. As membranas de hibridizagdo também podem ser conservadas e reutilizadas por 15 ou mais
vezes, 0 que assegura que o processo de obtengao delas seja compensado por seu prolongado uso (FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998; RAMALHO et al., 2001).

Sabendo-se que a maioria dos experimentos de melhoramento genético envolve a andlise de centenas de
individuos para varios locos marcadores, é fundamental que a técnica de marcadores moleculares utilizada seja
eficiente na geracédo de dados e possa, em algum tempo, ser automatizada. A técnica de RFLP apresenta uma
série de limitagbes nesse aspecto, uma vez que envolve varios passos com exigéncias em relacdo a mao-de-
obra. O uso de RFLP requer um pessoal técnico habilitado para a manipulagédo de DNA recombinante, neste
aspecto é uma técnica mais complexa do que a de isoenzimas. Esses aspectos tém tornado limitado o uso do
RFLP (FERREIRAe GRATTAPAGLIA, 1998).
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Minissatélites

Os minissatélites, ou locos VNTR (‘Variable Number of Tandem Repeats’), séo regides dispersas no
genoma que contém um numero variavel de seqiiéncias repetidas e enfileiradas (fandem) de DNA que tém um
nucleo comum de 10 a 100 pares de bases (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Podem ser analisados da
mesma maneira que na técnica de RFLP, compartilhando as mesmas vantagens e limitagées descritas
anteriormente. Muitos dos minissatélites s&o altamente polimérficos, produzindo um grande nimero de bandas.
Por estarem espalhados por todo 0 genoma e apresentarem um namero variavel de repeticbes em diferentes
individuos em relagdo a uma mesma regiao cromossémica (loco), os minissatélites simultaneamente proporcionam
um conjunto de marcadores genéticos que se constitui no que tem sido denominado impressoées digitais de DNA.

MARCADORES MOLECULARES BASEADOS EM PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)
RAPD - Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso

Os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) constituem a classe de marcadores de DNA
mais utilizada atualmente, pois sao de facil implementagao, possibilitando resultados rapidos e de grande validade.

A técnica de RAPD (WILLIAMS et al., 1990) utiliza-se de uma reacdo de PCR (Polymerase Chain Reac-
tion), baseada no anelamento e na extens@o de um par de iniciadores (primers), pequenas moléculas de DNA de
fita simples, que delimitam a seqliéncia-alvo da molécula de DNA (WELSH e McCLELLAND, 1990).

Os marcadores RAPD podem ser utilizados na caracterizagdo genética de bancos de germoplasma
(CIPRIANI et al., 1994), em estudos de variabilidade genética entre e dentro de populagdes (MARGALE et al.,
1995; HARVEY e BOTHA, 1996), como também na constru¢éo de mapas de ligagao genética (GRATTAPAGLIA
e SEDEROFF, 1994).

Marcadores moleculares RAPD, quando utilizados na avaliagéo da diversidade genética, podem fornecer
subsidios Uteis ao melhorista de plantas na selegao de populagdes béasicas a serem utilizadas em programas de
melhoramento (LINDHOUT et al., 1994). Isso porque os marcadores RAPD geram grande quantidade de caracteres
adicionais, que, combinados com as caracteristicas fenotipicas, fornecem uma descrigdo mais completa para o
agrupamento dos genétipos, permitindo melhor planejamento de cruzamentos (GRATTAPAGLIA E FERREIRA,
1995).

O polimorfismo genético detectado por marcadores RAPD é de natureza binaria, sendo caracterizado pela
auséncia ou presenga do marcador no gel, conferindo-lhe a caracteristica de marcador dominante, sendo, para a
maioria dos locos, impossivel a distingao entre individuos homozigotos dominantes e heterozigotos (WILLIAMS
etal., 1990; WELSH e McCLELLAND, 1990).

Um dos principais problemas da técnica RAPD esta na padronizagéo das condi¢cdes de amplificagdo
(PENNER et al., 1993; SKROCK e NIENHUIS, 1995).

Na avaliagéo da repetibilidade de ensaios de RAPD, em termos de fragmentos amplificados, Penner et al.
(1993) verificaram grande variabilidade quando diferentes termocicladores foram utilizados, principalmente, em
razdo de variagdes de temperatura. Os autores observaram que a variabilidade era reduzida com a padronizagéo
das condigbes da reagao de amplificagdo. Skrock e Nienhuis (1995) concluiram que as diferengas na reprodutividade
dos resultados e erros de leitura das bandas nao afetaram a estimativa da distancia genética entre variedades de
feijao, pois a distribui¢cdo de erros de leitura entre os gendtipos foi aleatéria. Esses mesmos autores também
verificaram que houve variagéo entre os iniciadores quanto a reprodutividade dos resultados e sugeriram, como

199



Papaya Brasil - 2003

estratégia para melhoria dos dados, pré-selegéo de iniciadores.

AFLP - Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados

Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfism) se baseiam na amplificagao seletiva, via
PCR, de fragmentos de DNA gendémico total, gerados pela clivagem com enzimas de restrigdo (ZABEAU e VOS,
1993; VOS et al., 1995; LIU, 1998).

Aandlise de AFLP, de acordo com Ferreira e Gratapaglia (1998), Liu (1998) e Ramalho et al. (2001), envolve
quatro etapas. A primeira etapa consiste na clivagem do DNA genémico utilizando-se duas enzimas de restrigao,
sendo uma de corte raro e outra de corte freqiente. Na segunda etapa, adaptadores especificos séo ligados as
extremidades coesivas dos fragmentos de DNA gendmico, gerados pela clivagem com as enzimas de restri¢éo.
Na terceira etapa, ou etapa de amplificagao seletiva, uma fragao dos fragmentos gerados é amplificada seletivamente
via PCR, utilizando-se iniciadores especificos que reconhecem as seqliéncias dos adaptadores que servem
como sitios de anelamento na reacdo de amplificagdo. Na quarta etapa, a fragao de fragmentos amplificados é
separada em gel de poliacrilamida.

Os marcadores AFLP se destacam pelo grande nimero de fragmentos que geram em apenas um gel,
tornando-se muito eficiente a amostragem do genoma. O grande poder de detecgao de variabilidade genética se
deve a exploragao simultanea da presenca e auséncia de sitios de restrigao, a exemplo dos marcadores RFLP, e
a ocorréncia de amplificagdo de seqiiéncias arbitrarias, como nos marcadores RAPD. Outra vantagem dos
marcadores AFLP é a robustez, quando comparados ao RAPD. A utilizagdo de iniciadores mais longos no AFLP,
na fase de PCR, aumenta a especificidade da amplificagdo, evitando, dessa forma, a competigdo que ocorre
durante a amplificagdo na andlise RAPD (VOS et al., 1995; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; RAMALHO et
al., 2000).

De maneira analoga aos marcadores RAPD, a principal limitagao dos marcadores AFLP é serem dominantes
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1988; LIU, 1988 e RAMALHO et al., 2001). Dessa forma, apenas um alelo é
detectado, ou seja, aquele que é amplificado e visualizado no gel. Os gendétipos homozigotos ndo podem ser
diretamente separados dos heterozigotos, e o padrdo 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 co-dominantes.

Outros aspectos que podem limitar as andlises de AFLP, segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), séo: o
maior nimero de etapas que envolvem as andlises, o maior nimero de reagentes e equipamentos de biologia
molecular necessarios, além de requerer DNA de qualidade e com alto nivel de pureza. A digestao parcial ou a ma
qualidade do DNA podera levar a interpretagdes equivocadas do polimorfismo.

A analise de AFLP tem sido empregada de forma crescente, com o propésito de estudos de DNA ‘finger-
printing’, de divergéncia genética, de mapeamento genético localizado e de construgdo de mapas genéticos,
independentemente da espécie e da complexidade do DNA (VOS et al., 1995; FERREIRA e GRATAPAGLIA,
1998).

Microssatélites

Entre as diversas sequéncias repetidas em tandem, algumas séo simples, formadas por um ou poucos
nucleotideos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Essas repeti¢des curtas em tandem (STR - ‘Short Tandem
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Repeat) sdo denominadas microssatélites ou STR, ou SSRP (‘Simple Sequence Repeat Polymorphisms’) ou,
ainda, STMS (‘Sequence Tagged Microsatellite Sites’). Sao sequéncias repetidas de um, dois, trés ou quatro
nucleotideos e que estao espalhadas pelo genoma de um individuo. Sao altamente polimérficos em plantas,
animais e microorganismos. Assim, cada regiao gendmica que contenha determinado nimero de repetigbes de
uma dessas sequiéncias constitui-se num loco genético, altamente variavel entre individuos, e multialélico, portanto
altamente informativo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995).

Comparativamente aos RFLPs, os microssatélites proporcionam trés a quatro vezes mais polimorfismos.
Entretanto, para seu uso rotineiro, é necessario, primeiramente, amplificar uma regido, posteriormente, fazer o
sequienciamento e, em seguida, sintetizar os iniciadores especificos para cada loco. Uma vez feito isso, o loco
marcador pode ser utilizado indefinidamente naquela espécie. O custo inicial € elevado e o processo, trabalhoso,
mas o custo subseqiiente é baixo e a simplicidade é muito grande. Seu uso esta associado, principalmente, a
caracterizagao de cultivares para fins de protegao e de conservagéo de germoplasma, entretanto tem sido empregado
para o mapeamento genético (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os microssatélites sao altamente polimoérficos em plantas, animais e microorganismos e ja estdo sendo
utilizados em larga escala para as principais espécies de importancia agricola, podendo se tornar os marcadores
mais comuns nos laboratorios.

APLICAGOES DOS MARCADORES MOLECULARES NO MELHORAMENTO GENETICO

Os marcadores moleculares estéo facilitando a realizagdo de estudos de genética, taxonomia e evolugéo
de plantas, proporcionando substancial avango no conhecimento cientifico. As principais implicagées deste avanco
no conhecimento se refletem no poder, na preciséo e na rapidez na manipulagéo da variabilidade genética. Assim,
o melhoramento de plantas pode se beneficiar de varias maneiras com o0 avango e a aplicacdo dos marcadores
moleculares.

SELEGAOASSISTIDA POR MARCADORES

A selegao indireta para caracteres de baixa herdabilidade podera ser intensamente explorada desde que
os genes de interesse estejam fortemente ligados a marcadores moleculares. A selecéo indireta possibilita a
selecao de alelos com efeitos positivos provenientes dos dois ou mais progenitores envolvidos na geragéo da
populagéo segregante (LANDE e THOMPSON, 1990).

O procedimento conhecido como ‘Bulked Segregant Analysis’(MICHELMORE et al., 1991), em conjunto
com a PCR, é uma alternativa eficiente de mapear genes especificos e selecionar indiretamente gendtipos desejados.

CONSTRUGAO DE MAPAS GENETICOS

O grande volume de marcadores disponiveis possibilita 0 desenvolvimento de densos mapas de ligacéo,
uma ferramenta tanto para pesquisa basica quanto aplicada. Os marcadores de DNA segregam em proporgoes
mendelianas e ndo interferem na segregacéo de outros genes. Quando em grande quantidade segregando num
cruzamento, é possivel a construgao de um mapa genético de ligagao, cuja saturagéo depende da quantidade de
marcadores. Mapas genéticos de alta saturagao eram praticamente impossiveis antes do desenvolvimento desses
marcadores. Nos ultimos anos, foram construidos mapas genéticos de ligagao das principais espécies vegetais
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cultivadas, dentre eles o do mamoeiro.

Sondur et al. (1996) utilizaram a técnica RAPD para a construgao de mapa genético de ligagdo do mamoeiro,
em uma populagéo segregante F, oriunda do cruzamento entre as linhagens havaianas UH 356 x ‘Sunrise’. O
estudo permitiu a obtengéo de 96 marcas polimérficas. Dentre essas, 62 marcas polimérficas apresentaram
segregagao mendeliana, ou seja, segregacao 3:1, em 11 grupos de ligacéo, cobrindo 999,3 cM do genoma do
mamoeiro, de um total estimado de aproximadamente 1350 cM. O estudo também permitiu 0 mapeamento do
loco ligado ao sexo do mamoeiro.

ESTUDOS DE DIVERGENCIA GENETICA

Uma vez caracterizado o germoplasma disponivel, o melhorista pode escolher genotipicamente os
progenitores para um cruzamento tanto com o objetivo de maximizar a segregacao de genes de importancia
agrondmica como restringir esta segregagao a poucos genes. Além de se escolher os progenitores, sera possivel
identificar os recombinantes desejados.

Estudo da divergéncia genética em dez cultivares de mamoeiro utilizando marcadores RAPD foi conduzido
por Stiles et al. (1992). Os resultados evidenciaram que a técnica de RAPD permitiu a formacao de trés grupos
distintos, discriminando dentro e entre os cultivares em estudo, de acordo com a origem e 0 conhecimento da
genealogia destes.

Cattaneo et al. (1999) avaliaram a divergéncia genética de nove genétipos de mamoeiro dos grupos ‘Solo’
e ‘Formosa’, utilizando marcadores RAPD. Os autores encontraram ampla divergéncia genética entre os genétipos
dos grupos ‘Formosa’ e ‘Solo’, sendo os resultados utilizados na sele¢éo de progenitores para cruzamentos,
visando a utilizagdo da heterose.

A divergéncia genética entre 22 genétipos de mamoeiros foi avaliada por Cattaneo (2001), por meio de
marcadores RAPD, AFLP e pela integragéo de marcas RAPD+AFLP. Os marcadores RAPD discriminaram os
gendtipos em apenas dois grupos, enquanto os marcadores AFLP mostraram-se mais robustos, permitindo a
formacéo de seis grupos. A integracdo de marcas RAPD+AFLP mostrou-se muito eficiente na detec¢ao de
variabilidade entre os 22 gen6tipos de mamoeiros, possibilitando discrimina-los em 10 grupos.

Andlises de microssatélites e minissatélites foram utilizadas por Sharon et al. (1992), em trabalhos de
analise genética e de identificagao e caracterizagédo entre e dentro de espécies de Carica. Os resultados mostraram
que a técnica foi uma ferramenta Gtil na identificacéo de espécies e de cultivares, podendo ser usada também na
identificacédo de hibridos especificos e interespecificos.

MONITORAMENTO

Monitorar a recuperagao do genoma do pai doador nos retrocruzamentos (intra e interespecificos) por meio
de marcadores especificos pode diminuir o tempo e a quantidade de trabalho necessarios para a introgressao de
um ou poucos genes.

“DNA - FINGERPRINTING”

Fingerprinting ou a caracterizagao genética de um genotipo é outra aplicagao dos marcadores moleculares.
Os mini ou microssatélites, isoladamente ou em conjunto com outros marcadores moleculares, podem ser
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utilizados para caracterizar e distinguir um cultivar de outro. Na diferenciagao de cultivares, trés condi¢des séo
necessarias: 1°) distingao - diferentes gendtipos devem apresentar distintos padroes de bandas; 2%) uniformidade
- 0 mesmo padréo de bandas deve ser obtido se o procedimento for repetido; e 3°) estabilidade - o padréao de
bandas nao se altera mesmo se o genotipo é cultivado em diferentes ambientes. Dependendo da legislagéo
brasileira de protegao aos cultivares e das regras de patentes a serem definidas, as impressdes digitais de DNA
(‘fingerprinting’) poderao ter grande utilidade.

MAPEAMENTO GENETICO DE QTLS

A maioria das caracteristicas relacionadas com os processos de crescimento em plantas depende da
expressao de muitos genes. Com o advento dos mapas genéticos de ligagao, altamente saturados, foram criadas
as condicdes para o estudo individualizado dos QTL (Quantitative Trait Loci), pois estes mapas proporcionam
marcadores moleculares em todas as regides do genoma, em alguns casos espagados apenas de menos de 2
cM.

O mapeamento de QTLs proporciona a identificagao ndo sé de alelos envolvidos na expressao do carater,
mas, o que é mais importante, também de possiveis interagdes entre os QTLs, 0 que tem proporcionado informagdes
que podem ser Uteis na escolha dos progenitores para a realizagao dos cruzamentos. Proporciona, ainda, condi¢ées
para o desenvolvimento de estoques genéticos com diferentes composi¢cdes genéticas. Essas combinagdes
permitirdo a comprovagao dos efeitos individuais dos QTLs, anteriormente estimados.

Existem programas computacionais que permitem determinar as distancias genéticas entre marcadores,
como € o caso do Linkage-1 (SUITER et al., 1983), e outros que facilitam a construgdo de mapas, como o
MAPMAKER (LANDER et al., 1987).

CLONAGEM DE GENES DE INTERESSE AGRONOMICO

Os marcadores auxiliam na clonagem e transferéncia de genes. Entre os mais freqlientemente citados
encontram-se 0s genes de resisténcia a pragas e doengas. Entretanto, outros genes podem causar profundo
impacto nos produtos finais das plantas. Trata-se dos genes que podem proporcionar as plantas o uso de rotas
metabdlicas alternativas, resultando em produtos novos ou modificados, em muitos casos de alto valor econémico.

Recentes avangos, como a possibilidade de clonar fragmentos de grande tamanho (YAC, Yeast Artificial
Chromosome) e de separar grandes moléculas de DNA (PFGE, Pulse Field Gel Electrophoresis), poderao facilitar
aclonagem de um gene a partir de um marcador molecular.

ESTUDOS DE CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DAS PLANTAS

O crescimento e o desenvolvimento das plantas estdo sob o controle de muitos genes. Varios desses
genes ja foram identificados, inicialmente por meio da genética classica e, mais recentemente, com o auxilio da
genética molecular (YOUNG, 1993). Exemplos: fitocromo e genes que afetam o padrédo de cor das plantas.

MODIFICAGOES NA ORGANIZAGAO DO GENOMA

Existem amplas evidéncias do surgimento de variantes durante a regeneragao a partir de cultura de tecidos.
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Variagdes somaclonal que ocorrem em nivel de DNA, tanto nos sitios de reconhecimento de uma enzima de
restricdo como na regido de anelamento de um primer, podem ser detectadas via RFLP ou RAPD, respectivamente.
Variagédo no numero de cdpias também pode ser detectada pela intensidade de hibridizagéo, via RFLP.
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