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Resumo

O objetivo deste trabalho foi promover o fingerprinting de linhagens e variedades de mamoeiro com
0 uso de marcadores moleculares do tipo AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism).
Para isso, utilizou-se 32 genétipos, entre variedades, linhagens do programa de
melhoramento e germoplasma pertencentes a Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.
Foram amplificadas 383 bandas polimdrficas, a partir das combinagdes de onze pares de iniciadores,
com melhores resultados (maior polimorfismo) obtidos nas combinagdes dos iniciadores EcoRI-AAC
+ Msel-CAA, EcoRI-AAC + Msel-CAG e EcoRI-AAC + Msel-CAT, com 40, 46 e 47 bandas
polimorficas, respectivamente. A andlise de agrupamento permitiu a formacdo de seis grupos. As
principais variedades comerciais permaneceram no mesmo grupo, porém observou-se consideravel
diversidade genética dentro do agrupamento. Variabilidade adicional foi observada nas linhagens
melhoradas.

Introducao

Os marcadores moleculares tém sido empregados extensivamente na caracterizacdo da variabilidade
genética em diversas culturas. Entretanto, existem poucos trabalhos na cultura do mamoeiro (Carica
papaya L.), com o objetivo de identificar e manejar a variabilidade genética disponivel para uso nos
programas de melhoramento genético. Também, pouco se conhece sobre a divergéncia genética das
atuais variedades de mamoeiro utilizadas comercialmente. Portanto, € preciso utilizar os marcadores
como ferramentas adicionais neste tipo de avaliagdo.

Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfism) sdo bastante utilizados para este
fim, e se baseiam na amplificacdo seletiva, via PCR (Polymerase Chain Reaction), de fragmentos de
DNA genomico, gerados pela clivagem com enzimas de restricdo (VOS et al., 1995), associando
estratégias utilizadas pelas técnicas de RFLP (Restriction fragment length polymorphism) e de RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNA), com as vantagens de detectar multiplos locos por
reacdo, e apresentar alta repetibilidade.

O sucesso desta técnica deve-se, sobretudo, a rapidez na obtencdo de grande volume de dados para a
geracdo do fingerprinting molecular. O polimorfismo detectado pelo AFLP decorre principalmente da
presenca ou auséncia do sitio de restricdo para as enzimas de corte raro e freqiiente, conferindo a
estas marcas um carater dominante. Mesmo com esta limitacdo, o grande volume de bandas
detectadas em um tnico gel o torna especialmente importante para este tipo de estudo.

Assim, este estudo foi conduzido com o objetivo de analisar a divergéncia genética entre variedades,
linhagens melhoradas e germoplasma de mamoeiro pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de
Mamoeiro (BAG-Mamao) da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF), com intuito de
conhecer a variabilidade genética presente no atual sistema de producdo comercial e nos gendtipos
desenvolvidos pelo Programa de Melhoramento Genético do Mamoeiro do CNPMF.
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Material e Métodos

Foram utilizados 32 gendtipos de mamoeiro para a caracterizagcdo molecular com marcadores AFLP
(Tabela 1). O DNA dos gendtipos foi extraido utilizando o protocolo com CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) descrito por Doyle & Doyle (1990), com algumas modifica¢des. A quantificacio
do DNA foi feita comparando as amostra com concentracdes conhecidas de DNA do fago Lambda
(Invitrogen).

Tabela 1. Gen6tipos utilizados na caracterizacdo molecular com marcadores do tipo AFLP, com suas

origens.

Gendtipo Tipo Denominacio Origem
CMF008 Germoplasma DCG593-10 Malasia
CMEF012 Germoplasma DCG595-6 Malasia
CMFO18 Germoplasma DCG424-6 Taiwan
CMF020 Germoplasma DCG424-4 Brasil
CMF021 Variedade Solsun Brasil
CMF024 Variedade Conchita Costa Rica
CMF040 Germoplasma NI Brasil
CMF041 Germoplasma JS12 Brasil
CMF065 Germoplasma K77xJSI12 Brasil
CMF074 Germoplasma JS02 Brasil
CMF078 Variedade Baixinho de S. Amilia Brasil
CMFO087 Variedade Waimanalo Havai
CMF088 Variedade Kapoho purple Havai
CMF092 Variedade Kapoho Green Havai
CMF123 Variedade Vermelho Thai Tailandia
CMF128 Variedade Grampola — Taiwan Taiwan
CMF154 Variedade Maradol Guatemala
CMF230 Germoplasma Ouromel Brasil
CMF232 Germoplasma M5 Brasil
CMF233 Germoplasma BS-Gondo Brasil
CMF234 Germoplasma BS-SF Brasil
CMF235 Germoplasma JTA Brasil
- Hibrido Calimosa Brasil
- Variedade Golden Brasil
- Variedade Sunrise Brasil
CMF-L30-08 Linhagem PMGM - Brasil
CMF-LA48-08 Linhagem PMGM - Brasil
CMF-L75-08 Linhagem PMGM - Brasil
CMF-L62-08 Linhagem PMGM - Brasil
CMF-L12-08 Linhagem PMGM - Brasil
CMF-L88-08 Linhagem PMGM - Brasil
CMF-L90-08 Linhagem PMGM — Brasil

Para andlise dos marcadores AFLP foi utilizado o protocolo descrito por Vos et al. (1995) com
algumas modifica¢des descritas por Oliveira et al. (2008). Brevemente, o DNA gendmico (250 ng)
foi digerido com a combinagdo de enzimas de corte raro (EcoRI) e freqiiente (Msel). Os adaptadores
foram ligados e o DNA foi pré-amplificado com o uso de uma base seletiva, conforme a combinacao:
E+A/M+C, onde E = adaptador EcoRI; M = adaptador Msel; A = adenina e C = citosina. Em seguida,
o DNA foi amplificado utilizando os iniciadores com trés bases seletivas para as enzimas de corte
raro e corte freqiiente [E+ACT/ M (MM+CAA, M+CAC, CAT, CTA, CTC, CTG e CTT) e E+AAC/ M
(M+CCA, CAC, CAG, CAT)], possibilitando 11 combina¢des. A visualizacdo dos resultados foi
realizada apés eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e coloragdo com prata (CRESTE et al.,



2001). Foram anotadas apenas as bandas bem definidas, evitando as bandas que apresentam pequenas
diferencas na posicao do gel.

A matriz de distdncia genética foi obtida no SAS (Versdo 9.1), utilizando o coeficiente de
similaridade “Simple Matching”. O agrupamento foi realizado pelo programa Statistica (Versdo 7.0).
Para isso, foram avaliados os seguintes métodos: 1) ligacdo simples; 2) ligagdo completa; 3) método
de Ward; e 4) UPGMA (unweighted pair-method using an arithmetic average), sendo que os ajustes
entre a matriz de distincias e dendograma foi estimado pelo coeficiente de correlagc@o cofenética (r).

Resultados e Discussao

A andlise de DNA com 11 combinagdes de iniciadores EcoRI/Msel permitiu a obtencdo de 383
bandas polimérficos, com pesos variando de 100 a 1380 pares de bases (PB). As combinacdes de
iniciadores produziram os seguintes nimeros de bandas: E-ACT/M-CAA (27), E-ACT/M-CAC (32),
E-ACT/M-CAT (20), E-ACT/M-CTA (30), E-ACT/M-CTC (26), E-ACT/M-CTG (37), E-ACT/M-
CTT (39), E-AAC/M-CAA (40), E-AAC/M-CAC (39), E-AAC/M-CAG (46), E-AAC/ M-CAT (47).
Os dados deste trabalho mostram a capacidade do marcador AFLP em detectar alto nivel de
polimorfismo entre os acessos de mamoeiro, com uma média de 34,8 bandas por combinagdo de
iniciador. A eficiéncia da técnica AFLP também pode ser confirmada em trabalhos realizados com
outras culturas, como milho (MARSAN et al., 1998) e maracujazeiro-amarelo (GANGA et al., 2004).
O método de agrupamento mais eficiente foi o UPGMA, com correlagcdo cofenética de 0,74. Os
métodos de ligacdo simples, ligacdo completa e de Ward, apresentaram correlacdes entre a matriz de
distancia e de agrupamento de 0,60, 0,62 e 057, respectivamente. Observou-se a formagdo de seis
grupos, considerando o valor da distincia genética média entre os gendtipos de 0,20 (Figura 1).
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Figura 1. Dendrograma obtido pelo método UPGMA, a partir da dissimilaridade genética entre 32
gendtipos de mamoeiro, utilizando-se o coeficiente de similaridade de Simple Matching e marcadores
do tipo AFLP. G=germoplasma; L=linhagem; V=variedade e H=hibrido.



Os acessos CMF088 e CMF(078 apresentaram a maior similaridade genética, possuindo uma
distancia de ligacdo de 0,10. As principais variedades utilizadas comercialmente no Brasil Sunrise,
Golden e o hibrido Calimosa, bem como quatro linhagens melhoradas e dois acessos de germoplasma
estdo no mesmo grupo, apesar de ndo estarem no mesmo ramo. A distincia entre as variedades
Sunrise e Golden foi de aproximadamente 0,14, o que demonstra que mesmo surgindo de mutagéo e
selecdo na variedade Sunrise, a variedade Golden ainda armazena considerdvel variabilidade
genética.

O maior grupo foi formado por seis variedades antigas, duas linhagens melhoradas e seis acessos de
germoplasma. O terceiro maior grupo foi formado somente por acessos de germoplasma (CMF020,
CMFO018, CMF012 e CMF008). As variedades com cédigo CMF074 e CMF024, originarias do
Brasil e Costa Rica, respectivamente permaneciam agrupadas. Também, observou-se o agrupamento
isolado do germoplasma CMF233 e da linhagem melhorada CMF-L88-08. Esses resultados poderdo
auxiliar na definicdo de estratégias mais eficientes para serem utilizadas nos programas de
melhoramento para o0 mamoeiro desenvolvido pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.

Conclusoes

O marcador AFLP foi extremamente poderoso na detec¢do de polimorfismo na cultura do mamoeiro,
permitindo a detec¢do de ampla variabilidade genética, até mesmo dentro das principais variedades
comerciais. Ainda é possivel concluir que as agdes do Programa de Melhoramento Genético do
CNPMF estdo possibilitando o desenvolvimento de linhagens melhoradas com boas caracteristicas
produtivas e com incremento na diversidade genética da cultura atual, sobretudo nas linhagens CMF-
L12-08, CMF-L62-08 e CMF-L88-08.
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