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Resumo

A pesquisa gendmica em mamoeiro (Carica papaya L.), tem resultado em quantidade significativa de
sequéncias depositadas no banco de dados, que podem ser tteis, por exemplo, na identificacdo de
marcadores moleculares, como os microssatélites. Este trabalho objetivou a caracterizagdo de 81 locos de
microssatélites desenvolvidos para o mamoeiro, por meio da estratégia de mineracdo de dados no
Genbank. Para isso, foram utilizados 30 acessos do banco de germoplasma da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical e 18 genétipos locais. A maioria dos locos (73%) foram polimérficos, com nimero
de alelos variando de 2 a 11. Também observou-se que cerca de 44% dos locos apresentaram valores de
PIC acima de 0,50. Estes marcadores podem ser utilizados como ferramentas moleculares na cultura do
mamoeiro, com grandes vantagens em relacdo a outros marcadores.

Introducao

Os microssatélites (Single Simple Repeat — SSR) sdo seqiiéncias curtas compostas por repeticdes simples
de um a seis nucleotideos, especialmente importantes para uso como marcadores codominantes,
multialélicos. Além disso, esses marcadores sdo altamente polimoérficos e espalhados pelo genoma, o que
possibilita ampla cobertura dos cromossomos para os mais diversos estudos genéticos. Devido a todas
estas vantagens, os marcadores do tipo microssatélites sdo utilizados em diversas culturas como
ferramentas moleculares extremamente uteis.

Até recentemente, poucos locos de microssatélites haviam sido descritos para o mamoeiro. Entretanto, o
aumento no volume de depésito de sequéncias de DNA nos bancos de dados, sobretudo no Genbank,
possibilitou o desenvolvimento de um grande nimero de locos de microssatélites que podem incrementar
a dindmica das respostas dos programas de melhoramento aos principais entraves agrondmicos da cultura,
sobretudo pela possibilidade da implementacdo da selecdo assistida (OLIVEIRA et al., 2008). Entretanto,
a caracterizagdo prévia da capacidade informativa dos locos de microssatélites é essencial para o efetivo
uso dos mesmos nas mais diversas andlises moleculares. Assim, o objetivo deste trabalho foi a
caracterizacdo de locos de microssatélites em genotipos coletados no municipio de Muritiba (BA) e em
acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mamoeiro (BAG-Mamado) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, visando a identificacido do seu potencial em gerar polimorfismos moleculares.

Material e Métodos

Foram genotipados 18 genétipos de mamoeiro coletados em pequenas propriedades no Municipio de
Muritiba (BA) e 30 acessos do BAG-Mamao com 81 locos de microssatélites. As reacdes de amplificagdo
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foram feitas em volume final de 20 pL, utilizando: 20,0 ng de DNA, tampao de PCR 1X (Invitrogen), 1,5
mM de MgCl,, 200 uM de dNTP, 0,3 uM de cada iniciador e 1,0U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen).
As amplificagcdes foram feitas em termociclador PTC-100 (MJ Research), de acordo com o seguinte
programa: 94 °C por 4 min; 30 ciclos a 94 °C por 50s, (temperatura de anelamento variando de 55 a 60 °C
de acordo com o iniciador — Tabela 1) por 50s, 72 °C por 60s; e extensdo final a 72 °C por 7 min. Os
produtos resultantes das reagdes que apresentaram diferencas alélicas de até 10 pares de bases (pb) foram
separados em gel desnaturante de poliacrilamida 6% e visualizados por coloragdo com prata (CRESTE et
al., 2001), utilizando o sistema eletroforético Hoefer SQ3 Sequencer (Pharmacia Biotech), enquanto
aqueles com diferencas alélicas maiores de 10 pb foram separados em géis de agarose 1000 (Invitrogen) a
3%. O peso molecular dos locos polimérficos foi determinado por comparacdo com um padrdo de peso
molecular de 50 pb (Biolabs).

As estimativas que caracterizam os locos, como o nimero de alelos por loco, heterozigosidade observada
(H,), heterozigosidade esperada (H.) e conteddo informativo (PIC - Polymorphic information content)
foram obtidas com o auxilio do programa PowerMarker (LIU & MUSE, 2005).

Resultados e Discussao

Dos 81 locos de microssatélites analisados, apenas 22 (27%) foram monomorficos, o restante apresentou
dois ou mais alelos (Tabela 1). Esta eficiéncia de 73% de locos polimérficos pode ser aumentada, pela
ampliacdo do nimero de individuos analisados do BAG-Mamado, o que permitiria a identificacdo de
polimorfismos ainda nao observados.

O ndmero de alelos nos locos polimoérficos variou de 2 a 11, com uma média de 3 alelos por loco. O
baixo nimero de alelos de microssatélites ressalta a restrita variabilidade genética presente na espécie
Carica papaya L. Contudo, é possivel destacar os locos CP16 com 11 alelos; CP61 e CP54 com 8 e 7
alelos respectivamente; CP10, CP49, CP51, CP53, CP71, CP94 e CP95 com 6 alelos; e CP14, CP30,
CP35, CP42, CP55, CP59, CP62, CP66 e CP73 com 5 alelos por loco, como marcadores extremamente
importantes nos estudos moleculares associados ao desenvolvimento de novas variedades de mamoeiro.

Para todos os locos de microssatélites, observou-se que a heterozigosidade observada (H,) foi menor do
que a esperada (H.), estimada com base na freqiiéncia alélica. Tal observacdo pode ser explicada pela
existéncia de endogamia decorrente das autofecundagdes, que leva a redu¢do do ndmero de heterozigotos
na populagao.

Em ambos os casos, percebe-se uma distribuicdo ndo homogénea das freqiiéncias alélicas entre os locos
analisados, com observacdes variando de 0,08 a 0,82 para H, e 0,0 a 1,0 para H, (Tabela 1), indicando a
ocorréncia de eventos evolutivos ou seletivos diferenciados, ao longo dos anos, entre os diversos locos
avaliados.

Com relagdo ao PIC, as estimativas variaram de 0,08 a 0,81. O maior de PIC foi observado para o loco
CP16 (0,81) que possui repeticdo do tipo (AT),; e o maior nimero de alelos. Estimativas de PIC maiores
do que 0,60 também foram encontradas nos locos CP03, CP05, CP07, CP10, CP31, CP35, CP42, CP44,
CP47, CP49, CP51, CP53, CP54, CP55, CP57, CP61, CP71, CP72, CP73, CP&3, CP94, CP95 e CP97.
Embora, poucos alelos tenham sido detectados, metade dos locos de microssatélites analisados possui
valores de PIC considerados informativos (valores acima de 0,50).



Tabela 1: Seqiiéncia dos iniciadores e caracteristicas dos microssatélites otimizados testados em 48
gendtipos de mamoeiro.

Locos Motivo do microssatélite Ta (°C) Tamanho do alelo (pb) N° de alelos H, H, PIC
CP02 (AGG)9 59 144-158 3 0,62 0,33 0,54
CP03 (AATA)7 58 238-276 4 0,66 0,32 0,61
CP04 (AGA)5 + (AG)21 57 476 1 0,00 0,00 0,00
CPO5 (AT)17 57 290-320 4 0,69 0,04 0,63
CP06 (TGCCA)4 58 240-320 2 0,49 0,04 0,37
CP0O7 (GT)12gct(GT)13 60 175-208 4 0,71 0,50 0,66
CP09 (AT)10 + (CT)14(AT)12 59 395-411 2 0,30 0,00 0,26
CP10 (TACA)4(TA)9(GA)10 58 180-202 6 0,73 0,28 0,69
CP11 (AT)9 + (TA)12 + (TA)8 58 568-610 2 0,41 0,25 0,33
CP12 (ATT)7 57 196 1 0,00 0,00 0,00
CP13 (AT)7 + (TA)6(TG)8 59 382 1 0,00 0,00 0,00
CP14 (AC)9(AT)8 56 217-232 5 0,52 0,00 0,46
CP15 (TG)5(TA)Ttg(TA)6 + (AT)9 57 481 1 0,00 0,00 0,00
CP16 (AT13 60 202-250 11 0,82 0,67 0,81
CP18 (TA)12 57 238-260 4 0,54 0,23 0,47
CP19 (AT)7t(AT)8 58 156-166 3 0,51 0,21 0,43
CP20 (AT)5(TG)8 58 248-252 2 0,35 0,25 0,29
CP21 (GT)12 60 142-158 4 0,64 0,46 0,57
CP22 (TA)16 59 246-254 2 0,08 0,00 0,08
CP23 (G111 57 218-236 2 0,44 0,21 0,35
CP24 (GAA)7 60 236-246 2 0,35 0,25 0,29
CP25 (TTC)8 58 250 1 0,00 0,00 0,00
CP26 (CA)10(TA)6 60 142-152 3 0,48 0,04 0,41
CP27 (AT17 58 347-353 2 0,38 0,00 0,31
CP28 (CA)(TA)11 56 186-190 2 0,48 0,08 0,36
CP29 (AT)20 + (AT)14 58 550-556 2 0,41 0,13 0,33
CP30 (AG)17 58 222-290 5 0,58 0,38 0,53
CP31 (AT)6(GT)10 57 160-174 4 0,73 1,00 0,68
CP32 (AT)8(AG)8 58 242 1 0,00 0,00 0,00
CP33 (ATTAA)S + (TAA)9 59 401-411 2 0,29 0,23 0,25
CP35 (TA)12 59 162-180 5 0,73 0,25 0,69
CP36 (AT)12 + (TA)10 55 452-458 2 0,50 0,27 0,37
CP37 (AAT)8 59 225 1 0,00 0,00 0,00
CP38 (AAT)11 57 498-510 2 0,39 0,35 0,31
CP39 (AG)12 59 230 1 0,00 0,00 0,00
CP40 (AO)17 60 154-170 4 0,55 0,23 0,51
CP42 (AT)16 56 260-280 5 0,66 0,22 0,60
CP44 (AT12 56 228-236 4 0,75 0,56 0,70
CP46 (AT)5(AG)8 56 168 1 0,00 0,00 0,00
CP47 (TA)14 60 248-262 4 0,68 0,00 0,63
CP48 (TO)13 59 210-250 3 0,51 0,62 0,43
CP49 (AT12 56 196-216 6 0,73 0,63 0,68
CP51 (AT)16 59 290-310 6 0,77 0,38 0,73
CP52 (AT)10(AG)12 55 186-205 3 0,66 0,00 0,59
CP53 (AAC)8 56 305-320 6 0,70 0,08 0,65
CP54 (AT)10 + (ATA)7 56 270-290 7 0,76 0,43 0,73
CP55 (AT)12 60 250-270 5 0,73 0,00 0,68
CP56 (ATG)6 59 206 1 0,00 0,00 0,00
CP57 (CA)6(TA)7 56 280-290 4 0,70 0,00 0,63
CP58 (TTG)7 58 357-367 3 0,66 0,11 0,58
CP59 (TA7 + (AT)12 60 367-378 5 0,59 0,00 0,51
CP61 (AT)12 + (AC)8 57 207-220 8 0,81 0,21 0,78
CP62 (AT)8 + (AAG)10 59 240-260 5 0,65 0,35 0,58
CP63 (AT)14 56 235-249 3 0,51 0,00 0,40
CP64 (TO)17 60 240 1 0,00 0,00 0,00
CP66 (TG)9cgc(GA)12 60 244-270 5 0,59 0,18 0,50
CP67 (TTC)10 59 240 1 0,00 0,00 0,00
CP68 (AG)15 60 141-155 4 0,59 0,00 0,51
CP69 (TA)12 59 350-377 4 0,52 0,00 0,47
CP70 (TTC)9 60 220 1 0,00 0,00 0,00
CP71 (CN14 59 240-260 6 0,79 0,39 0,76
CP72 (ATAC)7(AT)6 58 190-205 4 0,65 0,00 0,60
CP73 (AT)5gt(AT)9 58 225-242 5 0,73 0,00 0,68
CP74 (TTA)8 59 200 1 0,00 0,00 0,00
CP75 (GA)13 + (AG)7 59 178 1 0,00 0,00 0,00




Cont...

Locos Motivo do microssatélite Ta (°C) Tamanho do alelo (pb) N° de alelos H. H, PIC
CP78 (TTA)7 + (TTTA)S 57 270 1 0,00 0,00 0,00
CP79 (TA)17 60 185 1 0,00 0,00 0,00
CP80 (TO)12 59 207-220 3 0,64 0,00 0,56
CP81 (CD15 58 290 1 0,00 0,00 0,00
CP82 (AAT)7 59 240 1 0,00 0,00 0,00
CP83 (TA)S(CT)9 59 240-245 4 0,73 0,00 0,68
CP86 (AT)12 59 447-451 3 0,27 0,08 0,24
CP89 (AT)12 + (AT)11 58 423-450 3 0,34 0,00 0,30
CP90 (T)21(CTT)5 59 142 1 0,00 0,00 0,00
CP92 (ATD)11 59 370 1 0,00 0,00 0,00
CP% (AG)12at(AG)7 58 170-180 6 0,79 0,00 0,76
CP95 (AG)6tg(AG)7 60 180-192 6 0,73 0,00 0,70
CP97 (TA)11 56 248-265 4 0,70 0,00 0,65
CP98 (TC)13 56 194-200 4 0,53 0,14 0,48
CP99 (AG)24 60 245 1 0,00 0,00 0,00

CP100 (GA)11 + (AG)23 58 282-305 4 0,67 0,00 0,61

Ta: temperatura de anelamento; H.: heterozigosidade esperada de acordo com Nei (1973); H,: heterozigosidade observada = porcentagem de
individuos que sdo heterozigotos no loco; PIC: contetido de informacdo do polimorfismo

Conclusoes

Este trabalho possibilitou o desenvolvimento de 36 locos de microssatélites com PIC acima de 0,5, que
poderdo ser utilizados nos estudos de fiologenia, estruturacdo da diversidade genética e na sele¢do
assistida de plantas.
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