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RESUMO

DUARTE, Rafaela Pereira, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, Margo de 2019. Sexagem nao destrutiva em sementes de mamao
(Carica papaya L.) via marcadores moleculares. Orientadora: Profa. Helaine
Christine Cancela Ramos. Conselheiros: Prof. Messias Gonzaga Pereira e Profa.
Telma Nair Santana Pereira.
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O mamoeiro é uma espécie trioica, apresentando plantas femininas,
masculinas e hermafroditas. Como as plantas hermafroditas produzem frutos com
maior valor comercial, € necessario fazer a sexagem para que 0S pomares sejam
formados primordialmente por plantas hermafroditas. A sexagem no mamoeiro €
feita com base na diferenciacdo de suas flores, sendo esse processo conduzido
somente quatro meses apos o plantio, 0 que ocasiona incrementos nos custos de
producdo. Assim, é de fundamental importancia pesquisas que busquem
alternativas que permitam a diferenciacdo sexual precoce na cultura. O presente
trabalho teve como objetivo fazer a sexagem em sementes de mamao via
marcadores moleculares, retirando uma amostra do endosperma para extracéo de
DNA, sem comprometer a germinacdo da semente. Os genotipos do grupo Solo
(Golden) e do grupo Formosa (UC-01) foram utilizados nesta pesquisa. Testes de
germinacdo foram com o objetivo de determinar um corte (transversal e
longitudinal) que permitisse a retirada de tecido do endosperma de mamaéao.
Associado ao corte, tratamentos de desinfestagéo (com fungicida ou hipoclorito de
sédio) foram testados, além do tempo de armazenamento de sementes com

corte. As plantulas e a amostra do endosperma provenientes do melhor

Vi



tratamento dos testes de germinagao foram utilizadas para validacdo da sexagem
fenotipica e molecular, respectivamente. Para sexagem molecular seis métodos
de extracdo de DNA aliados a dois protocolos de amplificacdo foram testados. Os
primers 71E, W11, PS2 E PS4 foram utilizados para a validagcéo dos resultados e
diferenciagdo de plantas femininas e hermafroditas. A associagdo do corte
longitudinal com fungicida permitiu uma alta porcentagem de germinacao (81%)
para o genotipo do grupo Formosa (UC-01), ndo tendo a germinacdo diferido
estatisticamente do controle (88%). O gendtipo Golden também apresentou
melhor germinag&o no corte longitudinal com fungicida (32%), mas o corte levou a
uma germinagédo inferior ao tratamento controle (82%). As sementes com corte
armazenadas por até 6 dias a 4°C ndo apresentaram reducdo na taxa de
germinacao. Por outro lado, o tempo de armazenamento prolongado para 12 dias
afetou negativamente a germinacdo para os dois genétipos analisados. Todos os
métodos de extracdo de DNA testados geraram quantidade suficiente de DNA
para amplificagdo com primers que permitem diferenciagdo sexual das amostras,
mas a baixa pureza do DNA obtido ndo permitiu a amplificacdo de todos os
protocolos. O primer W11 ndo permitiu a diferenciacdo sexual das amostras de
forma eficiente, sendo que das 12 amostras hermafroditas confirmadas pela
sexagem em campo apenas 5 apresentaram a banda especifica. O primer PS2
gerou um resultado de dificil interpretacdo, ndo sendo possivel identificar com
precisdo a banda especifica do hermafroditismo. O primer PS4 foi eficiente na
sexagem das amostras, com resultado confirmado pela sexagem fenotipica. O
presente estudo permitiu, pela primeira vez, a sexagem em sementes de mamao
hibridas via marcadores moleculares, retirando uma amostra do endosperma para
extracdo de DNA, mantendo o potencial de germinacdo do embrido. Para
sementes de linhagens, as quais tém sementes menores, mais estudos sdo
necessarios para aumentar o potencial de germinacdo apds a retirada de tecido

para analise.
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ABSTRACT

DUARTE, Rafaela Pereira, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, Marco de 2019. A non-destructive sex determination in papaya
seeds (Carica papaya L.) via molecular markers. Advisor: Prof. Helaine Christine
Cancela Ramos. Committee Members: Profs. Messias Gonzaga Pereira and
Telma Nair Santana Pereira.

The papaya is a trioecious species presenting female, male, and
hermaphrodite plants. Because hermaphrodite plants produce fruits with higher
commercial value, it is necessary to identify the sex type of the plants in order to
form orchards predominantly by hermaphrodite plants. The sex in papaya tree is
identified by the flowers. This process can only be done four months after planting,
which causes increases in production costs, due to the need to plant three to four
seedlings per hill for subsequent roguing the female plants. Therefore, it is of
fundamental importance researches that look for alternatives that allow the early
sexual differentiation in the culture. The aim of the present work was to perform
sex identification on papaya seeds via molecular markers, removing a sample of
the endosperm for DNA extraction, without compromising seed germination. Two
phenotypes were used to carry out the work, one from the Solo group (Golden)
and another from the Formosa group (UC-01). Germination tests were performed
to determine the best cut (transverse and longitudinal) for tissue removal from the
papaya endosperm associated with the best disinfestation treatment (Fungicide or
sodium hypochlorite), which allowed the development of the embryo. Other test

was performed to evaluate the storage time of cut seeds. Seedlings and the
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endosperm sample from the best treatment of germination test were used for
validation of molecular and phenotypic sex indentification. For molecular tests, six
DNA extraction methods allied to two amplification protocols were performed. The
primers 71E, W11, PS2 and PS4 were used to evaluate the results and for
differentiation of female and hermaphrodite plants. The association of the
longitudinal cut with fungicide gave a high percentage of germination (81%) for the
genotype of the Formosa group (UC-01), and germination rate did not differ
statistically from the control (88%). The genotype Golden also presented better
germination in the longitudinal cut with fungicide (32%), but the cut led to a
germination inferior to the control treatment (82%). Seeds cut stored for up to 6
days at 4°C did not present a reduction in the germination rate. On the other hand,
the prolonged storage time for 12 days negatively affected the germination for the
two genotypes analyzed. All DNA extraction methods tested yielded enough DNA
for amplification with primers that allow for sexual differentiation of the samples,
but the low purity of the DNA obtained did not gave the amplification of all the
protocols. The marker W11 did not allow an eficiente sex identification of the
samples, among the 12 hermaphrodite samples confirmed by the flowers of the
plants in the field, only 5 presented the specific band. The primer PS2 resulted in a
difficult interpretation, it was not possible to identify for sure the specific band of
the hermaphroditism. On the other hand, the primer PS4 was efficient, with a
result confirmed by the phenotypic of the plants in the field. The present study
allowed for the first time the sex determination in hybrid papaya seeds via
molecular markers, taking a sample of the endosperm for DNA extraction,
maintaining the potential of germination of the embryo. For lineages seeds, which
are smaller, more studies are needed to increase the germination rate of the cut

seeds.



1. INTRODUCAO

O mamoeiro (Caricapapaya L.) € uma das fruteiras tropicais mais
cultivadas e consumidas mundialmente. Os frutos dessa espécie podem ser
consumidos maduros e verdes, além de serem industrializados ou utilizados para
a extracdo da papaina. O Brasil detém o titulo de segundo maior produtor e
exportador de mamao do mundo (IBGE, 2018).

O mamao € uma espécie trioica, ou seja, apresenta trés formas sexuais:
masculina, feminina e hermafrodita. Inicialmente, com base nas taxas de
segregacao de cruzamentos entre os trés tipos sexuais, foi proposto que a
determinacdo do sexo no maméao € controlada por um Unico gene com trés alelos,
M1, M2 e m. Individuos do sexo masculino (M1m) e individuos hermafroditas
(M2m) heterozigotos, individuos do sexo feminino (mm) homozigotos recessivos,
enquanto as combinagdes dominantes M1M1, M2M23 e M1M2 sendo todas letais
(Hofmeyr, 1938). Mais tarde, com o mapeamento genético e fisico, chegou-se a
conclusao de que o sexo na cultura é geneticamente determinado por um par de
cromossomos sexuais (XX feminino, XY masculino e XYM hermafrodita), havendo
uma regido genémica nos cromossomos Y e Y" onde a recombinagdo com o X é
suprimida. Esta regido esta envolvida na determinacdo dos géneros masculino e
hermafrodita, sendo designada como a regido macho-especifica no cromossomo
Y (MSY) e como a regido especifica para o hermafroditismo nos cromossomos Y"
(HSY) (Ming et al., 2007).
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O meio de propagacdo da cultura mais utilizado é por sementes, pela
facilidade de execucgdo e por ser um método mais barato. A semente deve, de
preferéncia, ser proveniente de cruzamentos controlados entre plantas femininas
e hermafroditas, entre plantas hermafroditas ou por autofecundacao. No primeiro
caso, obtém-se 50% de plantas femininas e 50% de plantas hermafroditas; ja no
segundo e terceiro casos, é obtida uma proporcdo de 2/3 de plantas
hermafroditas e 1/3 de plantas femininas. Dessa forma, o tipo de semente
utilizado € importante, por determinar o potencial de producéo, restringindo ou
aumentando o valor de outros métodos culturais.

Uma das dificuldades envolvendo a producdo do mamoeiro é o
desconhecimento do sexo em plantulas, sendo possivel a sexagem fenotipica
somente trés a quatro meses apos o plantio pela observacdo de suas flores. A
relevancia da determinacdo sexual é devida ao maior interesse comercial por
plantas hermafroditas, ja que seus frutos apresentam maior valor no mercado,
tanto nacional como internacional, em razdo de sua forma alongada e de sua
menor cavidade interna, permitindo maior relacdo polpa/volume total do fruto
(Dantas et al., 2013).

Para garantir pomares de plantas hermafroditas, plantam-se trés a quatro
mudas de mamao por cova, para, ap0s a sexagem, ser feito o desbaste das
plantas femininas. Esse processo contribui para o desperdicio de pelo menos
10% da area de plantio dessa frutifera, levando a um maior gasto com sementes,
mudas, irrigacdo, nutrientes minerais e servigos adicionais nas lavouras no
primeiro ano de estabelecimento da cultura. Além disso, plantar mais de uma
muda por cova promove maior competicido por agua, luz e nutrientes, o que
desfavorece o desenvolvimento das plantas, podendo provocar seu estiolamento
(Costa et al., 2003a).

O mamoeiro apresenta um ciclo de produgcdo com aproveitamento
comercial de aproximadamente 16 meses, 0 que € um tempo relativamente curto.
Como o inicio da frutificacdo do mam&o ocorre entre oito e nove meses apds o
semeio, a cultura tem um ciclo de vida total proximo de 24 meses. Desse modo, a
cada dois anos, em média, as lavouras de mamao devem ser renovadas,
tornando grande a demanda por sementes ou mudas para a manutencédo de

plantios com producéo de qualidade (Ferreguetti, 2008).
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Nesse sentido, sdo de fundamental importancia as alternativas que
busquem a determinacdo precoce do sexo em plantas de mamoeiro, ja& que a
diferenciacdo morfolégica em mudas ndo se mostrou promissora (Rojas et al.,
1985; Sdo José e Cunha, 1988; Arango et al., 2008). Marcadores moleculares ja
foram desenvolvidos para a sexagem de mudas jovens de mamao, mas requerem
desenvolvimento de todas as plantas no campo ou em casa de vegetagcédo para
coleta de tecido foliar (Vashistha et al., 2016).

A genotipagem baseada em DNA de sementes é uma alternativa atraente
que economiza recursos e tempo. Trata-se de um método de amostragem nao
destrutivo, que permite a germinacdo da semente com tecido retirado para a
extracdo de DNA, possibilita que as selecdes sejam feitas antes do plantio,
evitando a complexidade da amostragem das folhas e economizando espaco no
campo (Gao et al., 2008). A sexagem em sementes de mamao pode ser, também,
de grande uso em programas de melhoramento, reduzindo custos e mao de obra
nas instalacées de experimentos, além de servir como base para outros estudos

moleculares em sementes.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Fazer a sexagem em sementes de mamao via marcadores moleculares,
retirando uma amostra do endosperma para extracdo de DNA, mantendo o

potencial de germinacéo da semente.

2.2. Objetivos especificos

o Determinar o melhor tratamento de desinfestacdo em sementes de
mamao;

o Determinar o melhor corte para retirada de tecido do endosperma
em sementes de mamao, sem afetar o posterior desenvolvimento do embri&o;

. Determinar o tempo de armazenamento de sementes com corte;

. Testar metodologias de extracdo de DNA em amostras de
endosperma de mamao, de modo a obter quantidade suficiente de DNA com boa
qualidade; e

o Determinar a eficacia dos marcadores moleculares para a

identificacdo do sexo das plantas avaliadas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos gerais da cultura

3.1.1 Importéancia econdémica

A fruticultura tem importante papel na economia brasileira, com valor de
producdo avaliado em R$ 37 bilhées no ano 2017, com acréscimo de 29,0%
guando comparado ao obtido em 2015. A cultura do mamoeiro gerou cerca de R$
927 milhdes em 2017 e estd na sexta posicdo entre as fruteiras com maior
producdo nacional, sendo responséavel por mais de 4% de toda producdo, ficando
atras apenas da laranja, banana, abacaxi, uva e maca (IBGE, 2018).

O Brasil, segundo maior produtor de mamao, respondeu com 14,16% da
producdo mundial entre os anos de 2010 e 2014. A india é o pais responsavel
pela maior producdo, com uma representatividade de 42,36% da producao
mundial durante o mesmo periodo. Outros paises que se destacam na producao
sdo a Indonésia (6,07%), o México (5,99%), a Republica Democratica do Congo
(1,88%), a Tailandia (1,60%) e a Colémbia (1,31%) (FAOSTAT, 2017).

O mamoeiro é cultivado em praticamente todo o territorio nacional, porém
a Bahia e o Espirito Santo concentram 65% da producéo brasileira. Do total de
1,05 milhdo de toneladas produzidas no pais em 2017, o Estado da Bahia
respondeu por 369 mil toneladas, o Espirito Santo por 311 mil toneladas e o
Cearéa por 115 mil toneladas. Nesse cenario, também se destaca o Rio Grande do
Norte, com 86 mil toneladas produzidas (IBGE, 2018).



O volume mundial de maméo exportado em 2013 foi de 293,4 mil
toneladas, correspondendo a US$ 226,7 milhdes. O México, apesar de ser o
quarto pais maior produtor de mamao, aparece em primeiro lugar como
exportador, sendo responsavel por aproximadamente 40% das exportacdes. O
Brasil gerou US$ 48,8 milhBes com a exportacdo e ocupa a segunda posicao,
com 9,7% da exportagdao mundial, seguido de Belize, com 8,7% (FAOSTAT,
2017).

A producdo do maméo destina-se basicamente a producdo de frutos,
sendo sua principal forma de consumo in natura, tanto no mercado nacional como
no internacional. A fruta do mamao é altamente apreciada em todo o mundo pelo
seu sabor, qualidades nutricionais e propriedades digestivas. A presenca de
acidos organicos, acucares e vitaminas (A, B1, niacina e C), além de sua baixa
acidez, torna este fruto um excelente alimento para pessoas de todas as idades
(Jagtiani, 1988). O fruto maduro pode também ser processado na forma de polpa,
néctares (sucos), mamao em calda, doce em massa, geleia, entre outros
produtos.

Outra forma pelo qual o mamoeiro tem sido explorado em muitos paises
consiste na extragdo da papaina, uma proteina enzimética encontrada no latex do
fruto verde, na folha e no tronco da planta. Esta enzima é empregada em muitas
industrias, e seu uso vem sendo expandido ao longo do tempo. O maior consumo
da papaina esta na industria de alimentos, principalmente para clarificacdo de
cerveja, amaciamento de carne e extracdo de proteinas (Matsuura e Folegatti,
2003).

3.1.2 Classificagéo botanica, origem e domesticagéao

O mamoeiro cultivado insere-se na classe Eudicotyledoneae, subclasse
Archichlamidae, ordem Violales, subordem Caricinae, familia Caricaceae, género
Carica. Essa familia compreende seis géneros: Vasconcellea, considerado o
maior deles, composto por 20 espécies; Jacaratia, cCOmposto por sete espécies;
Jarilla, composto por trés espécies; Cylicomorpha, com duas espécies; Horovitzia
e Carica com uma espécie cada (Badillo, 1993; Van Droogenbroeck et al., 2002).

As cultivares de mamoeiro mais exploradas no Brasil sdo classificadas em

dois grupos conforme o tipo de fruto: Solo e Formosa. As cultivares do grupo



Formosa produzem frutos maiores, com mais de 1 kg, e s&o destinados,
principalmente, ao mercado interno. As cultivares do grupo Solo apresentam
frutos de menor tamanho, pesando de 0,35 a 0,70 kg, sendo produzidos em
grande parte para exportacédo (Dantas e Neto, 2000).

Relatos mostram que os frutos de mamao (e sementes) foram distribuidos
da América Central para a América do Sul e outras partes do mundo pelos
espanhois durante o século XVI. O mamoeiro foi descrito pela primeira vez pelo
espanhol Oviedo em 1526, nas areas costeiras do Panama. Sementes de mamao
foram levadas para a Republica Dominicana antes de 1525, posteriormente para
as Filipinas e Malasia, chegando a india em 1598. No inicio do século XVIII, a
cultura do mamoeiro ja havia sido largamente difundida por varios paises tropicais
e subtropicais entre 32° de latitude norte e sul. N&o ha registros de que a cultura
tenha sido introduzida no Brasil antes do seu descobrimento, tendo sua expansao
sido iniciada com a introducdo de variedades do grupo Solo, a partir de 1973
(Ruggiero et al., 2011).

E dificil conhecer a origem precisa da espécie C. papaya L. em raz&o da
sua ampla distribuicdo pelos espanhdis e da sua grande capacidade de
adaptacdo as condi¢cdes dos ambientes subtropicais e tropicais (Santamaria,
2014). O Centro Mesoamericano é o centro de origem de importantes culturas
tropicais, tendo sido sugerido como o centro de origem de C. papaya L. Em
relacdo a familia Caricaceae, o continente americano é apontado como o principal
centro de origem, com maior distribuicio na América do Sul, onde sé&o
encontradas espécies dos géneros Vasconcellea, Carica e Jacaratia. Restringindo
para a espécie C. papaya L., evidéncias indicam que o centro de origem é a
América Central, mais precisamente Sul do México e Costa Rica, onde sua
diversidade genética € maxima, 0 que o caracteriza como uma planta tipicamente
tropical (Badillo, 1993).

3.1.3 Determinacao sexual

O mamoeiro € uma espécie trioica, apresentando plantas femininas,
masculinas e hermafroditas. Plantas masculinas sdo caracterizadas por
inflorescéncias longas, apresentam um traco de pistilo abortado e cinco pares de

estames. As plantas femininas tém pedunculo curto, com poucas flores, nao



apresentam estames e tém grandes pistilos funcionais. As flores hermafroditas
sdo bissexuais, com duas séries de cinco estames cada uma e pistilo

normalmente pentacarpelado (Ming et al., 2007).

Figura 1.Flores de planta (A) femininas, (B) hermafroditas e (C) masculinas de
Carica papaya L (Ming et al., 2007).

O genoma basico do género Carica € n = 9 cromossomos, ou seja, 2n =
2x = 18. Dos seus nove pares de cromossomos, sete sdo metacéntricos e dois,
submetacéntricos, sendo todos pequenos, com morfologia uniforme (Damasceno
Junior et al., 2009).

Em relagdo ao sexo do mamoeiro, foi primeiramente proposto ser
determinado por um unico gene com trés alelos. De acordo com esta hipotese, as
plantas femininas apresentam genoétipo homozigoto recessivo (mm), e alelos
dominantes determinam a masculinidade (M1m) ou o hermafroditismo (M2m). As
combinacdes M1M1, M1M2 e M2M2 s&o incompativeis por serem letais no zigoto
(Hofmeyr, 1938). Mais tarde, Storey (1953) sugeriu que 0 sexo no mamao seria
determinado ndo por um Unico gene, mas por um conjunto de genes ligados, que
se comportariam como um unico fator, em razdo de sua localizacdo em uma
pequena regido dos cromossomos sexuais, em que nao ocorre crossing over.

Estudos baseados em cruzamentos entre espécies da familia caricaceae
levaram Horovitz e Jiminez (1967) a classificar a determinagcdo do sexo em
mamoeiro como do tipo XY. Mais tarde, 0 avanco nas técnicas moleculares e a
biotecnologia reforcaram essa teoria. O conhecimento gerado com dados de
sequéncias de DNA, ligadas a determinacdo sexual, juntamente com estudos de

mapeamento genético e mapeamento fisico levaram a conclusdo de que um par



de cromossomos sexuais primitivos controla a determinacdo do sexo em mamao
(Ming et al., 2007).

Estudos mostram que 0s cromossomos sexuais de mamao evoluiram
recentemente a partir dos autossomos, pela supressao da recombinacdo em torno
do locus de determinagcdo do sexo, levando a degeneragdo gradual do
cromossomo Y, 0 que, por sua vez, levou a novos cromossomos sexuais. Existem
dois cromossomos Y ligeiramente diferentes no mamoeiro: um Y especifico para
plantas masculinas e um Y" especifico para hermafroditas (Ming et al., 2007). O
genoma do mamao é relativamente pequeno (442,5 Mb) e a regido determinante
do sexo dos cromossomos sexuais € curta e bem caracterizada; a regido
hermafrodita e a masculina especifica do cromossomo Y" e Y correspondem a 8,1
Mb (15% do cromosso 1) e a regido feminina do cromossomo X corresponde a
3,5 Mb (6% do cromossomo 1) (Wang et al., 2012).

Os cromossomos Y e Y" sdo quase idénticos, com apenas 0,4% de
divergéncia em suas regides macho-especificas (MSY) (Liu et al., 2004). Pelo
mMenos um cromossomo X € necessario para os genotipos de sobrevivéncia: XX
feminino, XY masculino e XYM hermafrodita (Yu et al., 2007). Qualquer
combinacdo dos dois cromossomos Y € letal, como demonstrado pela
autopolinizacéo de flores hermafroditas e masculinas e polinizacdo cruzada entre
flores hermafroditas e masculinas (Hofmeyr, 1938).

Em razdo do fator letal associado aos alelos dominantes do sexo
masculino, a segregacado sexual € irregular no mamoeiro (Tsai et al., 2016). A
maior parte das variedades de mamao sado ginoico-andromonoica, apresentando
dois tercos de plantas hermafroditas e um ter¢co de plantas femininas. Também
sdo encontradas populacdes dioicas, com metade do sexo masculino e metade
das plantas do sexo feminino, como as populacdes silvestres (Vanburen et al.,
2015).

A sexagem do mamoeiro é feita no inicio do florescimento, em torno de trés
a quatro meses apos o plantio, quando se torna possivel a identificacdo do sexo
pela observacao de suas flores, uma vez que o tipo de flor determinara o formato
dos frutos (Costa et al., 2003a). Os grandes mercados consumidores preferem
frutos de forma alongada ou piriforme, que s&o produzidos em plantas
hermafroditas. Estes frutos tém um custo menor de embalagem e transporte

porque ocupam menor volume para um mesmo peso. Ja a plantas femininas
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produzem frutos globosos, com cavidade interna muito grande em relacdo a
espessura da polpa, o que resulta em menor preferéncia de mercado e menor
valor comercial (Marin, 2004).

Para garantir que ndo mais de 3% das plantas sejam femininas, tanto em
areas produtoras como em areas experimentais, S0 necessarios o
estabelecimento de trés mudas por cova até o quarto ou quinto més apos o
plantio bem como a remocédo de plantas femininas durante a sexagem. Essas
atividades ocasionam elevacdo dos custos, consumindo mais tempo, mao de
obra, nutrientes, agua, além de atrasar a producdo pela competicdo entre as
plantas (Ming et al., 2007).

Diversos estudos foram conduzidos com o objetivo de determinar o sexo
das plantas o mais precocemente possivel, técnicas de diferenciagcdo morfoldgica,
citologica ou molecular tém sido estudadas (Vashistha et al.,, 2016).
Caracteristicas como estruturas das sementes, posicdo da semente no fruto, cor
de caule e forma e orientacdo de folhas, entre outras, ndo apresentaram
resultados satisfatorios na diferenciacdo sexual em mamoeiro (Rojas et al., 1985;
S&o José e Cunha, 1988; Arango et al., 2008).

3.2 Sementes de mamao

3.2.1 Aspectos morfolégicos

As sementes do maméo sdo geralmente pequenas, redondas ou ovais.
No entanto, existe uma nitida diferenca no tamanho das sementes entre
diferentes gendtipos: as sementes do grupo Formosa sdo maiores, apresentando
valores maiores referentes a massa de mil sementes, enquanto as de menor peso
sdo caracteristicas do grupo Solo. Ainda em relacdo a seu tamanho, nao existe
efeito xénia sobre essa caracteristica, sendo o parental feminino o fator
determinante para esse atributo. Quando o parental do grupo Solo é utilizados
como genitor feminino, as sementes F1 sdo menores, e quando o parental
feminino for do grupo Formosa, as sementes sao maiores (Macedo et al., 2013a).

As sementes do mamao séo recobertas por uma camada mucilaginosa
chamada de exotesta. Apesar de a exotesta (sarcotesta) ser uma camada de

protecdo que reveste as sementes, sua presenca diminui a velocidade e a
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porcentagem de germinacdo. Os compostos fendlicos presentes na sarcotesta
das sementes de mamé&o provocam inibicdo da germinacdo, sendo essa camada
removida para superar a dorméncia (Tokuhisa et al., 2007; De Melo e Seleguini,
2013). Normalmente, a remocéao da exotesta € feita manualmente pela friccdo das
sementes em peneiras sob agua corrente, mas ja foi observado que o uso de
hipoclorito de sb6dio pode ser uma alternativa para sua remocdo, além de
favorecer o processo de germinacéao (Jesus et al., 2016).

As sementes secas, maduras e sem sarcotesta, tém formato elipsoide,
com protuberancias e coloragcdo externa marrom escura. Por meio de corte
longitudinal da semente, Figura 2, é possivel observar que as protuberancias tém
coloracdo marrom escura na parte mais externa, constituindo a mesotesta. Na
sequéncia, encontra-se a endotesta, caracterizada por uma camada de coloracao
marrom clara. Abaixo da endotesta, observa-se o tégmen, caracterizado por uma
camada de tonalidade bege. Juntas, as camadas da mesotesta, endotesta e
tégmen constituem a estrutura do tegumento (Santos et al., 2009). Essa estrutura
€ constituida de tecido materno, ou seja, desenvolve-se dos integumentos do
ovulo, refletindo, assim, o genoétipo da planta-mée (Marcos Filho, 2005).
Formando uma cobertura protetora da semente, o tegumento tem varias funcées
gue podem ser assim listadas: manter unidas as partes internas da semente;
proteger os tecidos meristematicos e de reserva contra choques; servir de barreira
a entrada de microorganismos e insetos; e regular a velocidade de hidratacdo da
semente, entre outras fungdes (Carvalho e Nakagawa, 2000).

Abaixo do tegumento, encontra-se o endosperma, Figura 2, tecido de
reserva que garante a nutricio do embrido em desenvolvimento. Nas
angiospermas, o endosperma é formado pela fusdo de um gameta masculino com
os dois nucleos polares do gametéfito feminino. Essa fusdo da origem ao nucleo
triploide do endosperma, que se desenvolve por divisdes mitéticas e apresenta,
no seu conjunto gendmico, duas cépias dos alelos maternos e uma cépia do alelo
paterno, sendo, portanto, um tecido triploide (Carvalho e Nakagawa, 2000). O
endosperma das sementes do mamoeiro tem coloracdo branco-leitosa e
consisténcia firme, suas células contém lipidios, camada proteica de aleurona,

sendo desprovidas de amido (Santos et al., 2009).
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Figura 2. Semente de Carica papaya L. Corte longitudinal com esquema.
Legenda: mest - mesotesta; ent - endotesta, teg - tégmen, cot - cotilédone, end -
endosperma, ex - eixo embrionario hipocétilo radicula (Santos et al., 2009).

Bem aderidos ao endosperma, encontram-se 0 eixo embrionario e dois
cotilédones, que, juntos, formam o embrido (Figura 2). Apesar de bem aderidos
ao endosperma e terem a mesma coloracdo branco-leitosa, o embrido é uma
estrutura individualizada (Santos et al., 2009). Essa estrutura se desenvolve a
partir de um zigoto, originario da fusdo da oosfera com um dos ndcleos
reprodutivos do grao de pdélen. Sendo parte do embrido, o cotilédone é um tecido
vivo que forma as primeiras folhas embrionarias. Dispondo de todo um aparato
necessario para promover a degradacdo e o transporte das préprias substancias
de reserva, o cotilédone visa a nutrir o crescimento do eixo embrionario no
processo de germinacao (Marcos Filho, 2005).

O eixo embrionario é a parte mais importante da semente, pois apresenta
a capacidade de se desenvolver, gracas a presenca de tecido meristematico nas
suas duas extremidades. Devido a esse fato, apresenta condi¢des de, atraves de
divisBes celulares, promover o crescimento deste eixo nos dois sentidos, o das
raizes e das plantulas, e originar uma plantula com condi¢bes de se fixar no solo
e fotossintetizar as substancias necessarias para o seu desenvolvimento

(Carvalho e Nakagawa, 2000).
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3.2.2 Aspectos fisiologicos

A germinagdo das sementes de mamao pode ser lenta e irregular,
apresentando dorméncia, que é atribuida a presenca da sarcotesta e também a
época de formacéao/colheita dos frutos (Brasil, 2009). A literatura diverge quanto a
classificacdo do comportamento de sementes de maméo. Ellis et al. (1991)
classificaram a semente de mamao como intermediaria, por mostrar queda da
viabilidade quando armazenadas a temperatura abaixo de 15°C para teores de
agua entre 8,0% e 9,5%. Althoff e Carmons (1999) verificaram que sementes de
mamao podem ser dessecadas até teor de agua de 15% b.u. e armazenadas em
temperatura ambiente sem perder o poder germinativo, ndo mostrando resisténcia
ao armazenamento em baixas temperaturas (5°C e -18°C). Berbert et al. (2008)
observaram que sementes armazenadas a 15°C com umidade relativa de 7,7%
apresentaram germinacao significativamente maior que a germinagao observada
para as sementes que ndo foram armazenadas, ou seja, imediatamente apds a
secagem. Os mesmos autores concluiram que a classificacdo das sementes de
mamao se aproxima mais das ortodoxas, apesar de terem observado uma queda
significativa no poder germinativo quando o periodo de armazenamento foi
aumentado de 4 para 8 meses.

A propagacdo seminifera do mamoeiro € feita por semeadura em
ambiente protegido. Dependendo do genétipo e das condicbes ambientais, a
emergéncia € iniciada entre 10 e 20 dias, havendo estabilizacdo entre 35 e 40
dias. Considerando o inicio da semeadura, uma muda estara pronta para ser
levada ao campo com 30 a 50 dias (Dantas et al., 2013). A utilizacdo de sementes
de alta qualidade é fundamental para o estabelecimento de mudas vigorosas e
sadias. A expressao do vigor de sementes durante a germinacdo depende de
fatores externos como &agua e temperatura e de fatores internos como a
constituicdo bioquimica e a mobilizagdo dos compostos de reservas das
sementes (Marcos Filho, 2005).

Os fatores genéticos também influenciam na qualidade das sementes,
havendo para a cultura do mamoeiro elevada divergéncia genética para atributos
relacionados a germinacdo e ao vigor (Cardoso et al.,, 2009; Macedo et al.,

2013b). As sementes de cada genotipo apresentam especificidade com relacao
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as caracteristicas morfoanatbmicas, a constituicdo quimica, assim como as

respostas fisioldégicas (Marcos Filho, 2005).

3.4. Genotipagem em sementes

7

Genotipagem é o0 processo que permite a identificacdo de pequenas
regides do DNA denominadas marcadores moleculares. Herdados geneticamente
de forma simples e previsivel, sem apresentar influéncia por efeitos ambientais,
0os marcadores sdo caracteristicas que diferenciam dois ou mais individuos. No
melhoramento genético de plantas, tém sido desenvolvidos marcadores
moleculares ligados a diferentes caracteristicas de importancia econdmica,
permitindo a selecdo indireta do carater desejavel em geracdes segregantes
precoces (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Essa técnica fornece uma ferramenta (til
para mapear o locus de determinacdo do sexo no genoma do mamoeiro. Diversos
tipos de marcadores foram desenvolvidos para a cultura, tornando possivel a
obtencdo de mudas de mamaéo ja sexadas (Tabela 1).

A extracao de DNA é o primeiro passo para a genotipagem. Neste aspecto,
a qualidade e a integridade do DNA sé&o fundamentais para o0 sucesso nas etapas
posteriores. Existem diferentes protocolos de extracdo de DNA, que variam em
funcdo da espécie e do tecido a ser utilizado (Costa e Moura, 2001). Para a
cultura do mamao, assim como para a maioria das plantas, a extracao de DNA é
feita nas folhas. Dessa forma, um gerenciamento de um grande nimero de mudas
se faz necessario, sendo cada planta numerada e ordenada até o fim das analises
moleculares. Crescer e manter plantas na estufa ou no campo requer mais

espaco, coordenacdo do tempo e outros recursos (Chunwongse et al., 1993).
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Tabela 1. Marcadores moleculares desenvolvidos para a identificagcdo do sexo em
mudas jovens de mamaéo.

Tipo de Tamanho do e a
Identificagéo Referéncia
marcador fragmento
SSR 5 kb Masculino Parasnis et al., 1999
SCAR 800 pb Masculino Parasnis et al., 2000
RAPD 438 pb Hermafrodita Lemos et al., 2002
Masculino e
SCAR 800 pb Hermafrodita Deputy etal., 2002
Masculino e Urasaki et al., 2002
SCAR 450 pb Hermafrodita N
: Chaves-Bedoya e
SCAR 900 pb Masculino Nufiez, 2007
ISSR i Feminino e Gangopadhyay et al.,
Hermafrodita 2007
1.7 kb Masculino e : -
SCAR 0.4 kb Hermafrodita Niroshini et al., 2008
2.18 kb
Feminino e
ISSR 500 pb Hermafrodita Costa et al., 2011
SCAR 800 pb Mascullno_e Chaturvedi et al., 2014
Hermafrodita
585 pb : .
SNPs 548 pb Masculino Liao et al, 2017

Nesse contexto, a genotipagem feita em tecidos de sementes surgiu como

uma alternativa para selecao de individuos antes do plantio. Esta metodologia ja

foi desenvolvida para algumas culturas, como arroz (Chunwongse et al., 1993;
Kang et al., 1998), cevada (Post et al.,, 2003), soja (Kamiya e Kiguchi, 2003),
milho (Sangtong et al., 2001; Gao et al., 2008; Martin et al., 2009), amendoim
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(Chenault et al., 2007), castanhas (Akkak et al., 2008), melancia (Meru et al.,
2013) e algodao (Zheng et al., 2015).

As principais diferencas entre a genotipagem baseada em DNA de
sementes e genotipagem de tecido foliar sdo a coleta das amostras, a extracao de
DNA e o gerenciamento de planta em campo ou em casa de vegetacdo. Ambas
as abordagens compartilham procedimentos de genotipagem comuns, fazendo
uso dos mesmos marcadores moleculares. Tendo como referéncia as diferencas
das duas genotipagens, Gao et al. (2008) mostraram que, para a cultura do milho,
o custo total da genotipagem em sementes € 24,6% menor do que a
genotipagem a base de DNA foliar.

Para que a genotipagem em sementes tenha maior aplicabilidade, deve-
se retirar uma amostra de tecido da semente de modo a ndo afetar o potencial de
germinacdo do embrido. Além disso, o DNA extraido deve ser de quantidade e
qualidade suficientes para permitir a analise genotipica e também estar
desprovido de contaminacdo com tegumento, o que pode levar a erros de
genotipagem. Os tecidos de sementes que podem ser utilizados para a extracao
de DNA incluem endosperma e cotilédone (Gao et al., 2008).

Sementes com corte podem apresentar taxas de germinagao reduzidas,
uma vez que o endosperma € fonte de nutricdo durante o crescimento inicial das
mudas. Outro problema da retirada de tecido da semente € o aumento da
infeccdo por patdégenos, principalmente por fungos. Por consequéncia o
tratamento das sementes com fungicida auxilia na germinacéo das sementes com
corte (Chunwongse et al., 1993; Zheng et al., 2015).

Pesquisas ja comprovaram a possibilidade de utilizar um pequeno pedaco
de endosperma ou cotilédone para extracdo de DNA, minimizando a influéncia da
amostragem na germinagao da semente. Para sementes de milho, 8 mg de tecido
do endosperma ja sao suficientes (Gao et al., 2008). Em sementes de algodéo,
aproximadamente 3,5 mg de cotilédone foram obtidos de sementes maiores,
sendo que para sementes menores, retirou-se cerca de 1,5 mg de tecido para
genotipagem (Zheng et al., 2015). A amostragem da metade do tamanho total de
sementes de melancia reduziu a porcentagem de germinacdo e o0 vigor de
cultivares com sementes pequenas, indicando que a retirada de grandes porgdes
de gendtipos com sementes menores pode esvaziar as reservas de energia

necessarias para germinacao e crescimento. Ja a remocéo del/3 da porcao distal
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da mesma semente de melancia ndo influenciou a germinagdo, assim como a
retirada de metade do tecido de sementes com maior tamanho (Meru et al., 2013).

Nem todas as espécies de planta permitem a extracdo de DNA de forma a
nao afetar a germinacdo da semente, sendo para algumas necessario mais
trabalho para otimizacdo de um protocolo. A anatomia e o tamanho da semente
sao fatores importantes para o sucesso do processo (Chunwongse et al., 1993).
Sementes de espécies de brassicas e de algumas espécies de solanaceas, por
exemplo, sdo muito pequenas e dificeis de cortar. As sementes de milho e feijao
contém grandes quantidades de amido, o que reduz a qualidade do DNA extraido
(Chunwongse et al., 1993).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As sementes de mamoeiro foram provenientes da empresa Caliman
Agricola S/A, jA secas e sem sarcotesta. Dois gendtipos da espécie foram
utilizados em todos os experimentos, cujas caracteristicas sdo representadas a
seqguir.

1. Golden - Linhagem do grupo Solo selecionada pela Caliman Agricola
S/A no municipio de Linhares — ES, proveniente de sele¢cdo massal feita nos
campos de producdo de ‘Sunrise Solo’. Esse gendtipo apresenta frutos e plantas
de coloracéo verde-clara, os frutos sao piriformes, com polpa vermelho-alaranjada
e peso médio em torno de 0,45kg. A casca é lisa e contém certa tolerancia a
mancha fisiol6gica do mamoeiro, tornando-a uma cultivar aceitavel no mercado
externo.

2. UENF-CALIMAN 01 (UC-01) - Hibrido desenvolvido pela Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro em parceria com a empresa Caliman
Agricola S/A. Esse hibrido foi desenvolvido para as Regides Norte e Noroeste
Fluminense, além da porcdo Norte do litoral do Espirito Santo. Esse genotipo é
resultante do cruzamento de ‘Sunrise Solo 72/12° com o ‘JS12’, ou seja, um
genitor do grupo Solo e um genitor do grupo Formosa. As caracteristicas
fenotipicas séo equivalentes as plantas do grupo Formosa, com frutos alongados
nas plantas hermafroditas e peso medio de 1,25 kg de polpa firme e vermelha,

além do alto teor de sdlidos sollveis, sabor e aroma bastante agradaveis.
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4.2 Germinacao de sementes com corte (Experimento 1)

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Tecnologia de Sementes
(LFIT), da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF),
Campos dos Goytacazes/RJ. O teste de germinacao foi feito em rolos de papéis
Germitest embebidos em 4gua, mantidas em BOD com temperatura controlada de
20-30° C e fotoperiodo de oito horas. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo cada tratamento formado por
quatro repeticdes de 25 sementes. As avaliacdes foram feitas mediante teste de
vigor, estimado pela contagem de plantulas normais fortes aos 15 dias e teste
padrao de germinacéo, estimado pela contagem de plantulas normais aos 30 dias
(Brasil, 1992). Foram classificadas como plantulas normais fortes as que se
apresentavam vigorosas, com parte aérea e sistema radicular bem desenvolvido.

Tendo como objetivo testar a capacidade de germinacdo das sementes
apos o corte, o melhor tipo de corte e o melhor tratamento para desinfestacdo, o
experimento foi formado por um fatorial 3x3, variando o tipo de corte (sem corte,
corte transversal e corte longitudinal) e o tipo de desinfestacdo (sem

desinfestagcdo, NaOCI e fungicida) (Tabela 2).

Tabela 2. Descricéo dos tratamentos do experimento 1.

Tratamento Corte Desinfestagao

T1 Sem corte Sem desinfestacao
T2 Sem corte NaOCI

T3 Sem corte Fungicida

T4 Corte transversal Sem desinfestacao
T5 Corte transversal NaOCI

T6 Corte transversal Fungicida

T7 Corte longitudinal Sem desinfestacao
T8 Corte longitudinal NaOCI

T9 Corte longitudinal Fungicida
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A retirada parcial do endosperma e do tegumento foi feita por cortes
dirigidos, com o auxilio de uma lamina, sem atingir o embrido. Dois tipos de corte
foram realizados: corte transversal, retirando tecido da parte distal da semente,
oposta ao eixo embrionario; e corte longitudinal, do meio da semente até sua
parte distal, oposta ao eixo embrionario (Figura 3). Para os dois cortes, o
endosperma foi utilizado como amostra para a anélise molecular, tendo as partes
do tegumento também sido retiradas com o corte e descartadas. O endosperma
retirado de cada semente foi armazenado em placas de PCR de 96 pocos e
mantido em ultrafreezer a -80°C até a data da extragdo do DNA. A amostra do
endosperma foi identificada assim como sua respectiva semente, que foi cortada

para posterior validacdo da sexagem molecular e fenotipica.

UcC-01 Golden

Sem corte e O LI . - P TR A

\’ v
Corte longitudinal g e ¢ @ $ © ¢ » © @0

Cortetransversal @ « @ @ * » @ Lol . .

Figura 3. Cortes (longitudinal e transversal) realizados nas sementes de mamao
(UC-01 e Golden) para retirada de endosperma. A amostra de endosperma
retirada esta identificada pela seta.

Para determinar a melhor forma de controlar a contaminagdo das
sementes cortadas, foram testadas trés tipos de desinfestacéo. A primeira utilizou
uma solucdo de 2 g L de fungicida Cercobin no primeiro umedecimento do papel
Germitest. O segundo tratamento foi caracterizado pelo tratamento das sementes
com NaOCI, em solucdo 0,5% por 10 minutos. Ao final do experimento, as
plantulas e a amostra do endosperma, provenientes do melhor tratamento, foram

utilizadas para a sexagem molecular e fenotipica.
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4.3 Testes de germinacdo em casa de vegetacao

Os experimentos foram conduzidos em bandeja de plastico contendo 96
tubetes, utilizando substrato comercial Bioplant® com adicdo de
adubo de liberacédo lenta Basacote®. A conducao dos experimentos foi feita em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), cada tratamento formado por quatro

repeticdes de 25 sementes.
4.3.1 Germinagao de sementes com corte (Experimento 2)
Foi testado o desenvolvimento das sementes com corte em condigbes

normais de germinacdo. O tipo de corte e o0 método de desinfestacdo utilizado
foram aqueles com melhor resposta obtida com o experimento 1 (Tabela 3).

Tabela 3. Descri¢ao dos tratamentos do experimento 2.

Tratamento Corte Desinfestacao
T1 Sem corte Sem desinfestacéo
T2 Sem corte Fungicida
T3 Longitudinal Sem desinfestacao
T4 Longitudinal Fungicida

4.3.2 Armazenamento de sementes com corte (Experimento 3)

Para avaliar a tolerédncia ao armazenamento das sementes com corte,
elas foram cortadas para retirada do tecido do endosperma e, posteriormente,
armazenadas em camara de germinacao a 4°C até o dia da semeadura (Dantas
et al., 2013). Foram testados 5 tratamento, sendo o primeiro representado pelo
tratamento controle (sem corte) e o0s proximos variando o tempo de
armazenamento (semeadura direta apos o corte, 3 dias apds o corte, 6 dias apos
o corte e 12 dias apds o corte) (Tabela 4). As condicBes do experimento (tipo de
corte e desinfestacdo) foram idénticas as do melhor tratamento obtido no

experimento 2.
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Tabela 4. Descricéo dos tratamentos do experimento 3.

Tratamento Semeadura
T1 Controle
T2 Direto ap0s o corte
T3 3 dias apos o corte
T4 6 dias apds o corte
T5 12 dias apos o corte

8.4 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos ao final dos experimentos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo Teste de
Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade. Os dados também passaram por analise
de regressdo. Todas as analises estatisticas foram feitas pelo programa
estatistico GENES (CRUZ, 2008).

Para os experimentos 1 e 2, a andlise de variancia empregada foi em

esquema fatorial, conforme modelo apresentado abaixo:

i=1,2,...,a4,
Yik = M + ai + Bj + Vit €ik j=1,2,...,b,
k=1,2,...,n,

Em que:

U: representa a média global;

ai: representa o efeito do nivel i do fator A;

Bj: representa o efeito do nivel j do fator B;

Yii: representa o efeito da interacdo dos factores A e B; e

Eik. representa um erro aleatorio de cada observacdo, sendo estes erros

independentes entre si.

Considerando os fatores A e B de efeitos fixos, tem-se o Quadro 1 da
ANOVA.
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Quadro 1. Quadro com esquema da ANOVA para esquema fatorial em DIC.

F‘”!te ge C_;raus de Soma de quadrados Q“a‘f'“'?‘d F
variacao Liberdade 0 médio
Tratamento ab-1 SQTrat QMTrat Frrat
Fator A a-1 SQA QMA Fa
Fator B b-1 SQB QMB Fs
Interagcéo @a-1)(b-12) SQAXB QMA x B Faxs
Residuos ab(n-1) SQIREE QMRes
Total abn-1 SQTot

Os calculos das somas de quadrados séo estabelecidos por:

a b n
SQTot = ZZZ[}@-;{ - ¥)F
i=1 j=1 k=1
i b n
SQRes Z Z [}’ejk - }_’ij.):
i=1 j=1 k=1
SQA=  bn ) (3. -7

SQB = anZ[-_}_{}-.—}_{”]:

Para o experimento 3, foi utilizado o modelo de analise de variancia
simples, representado abaixo:
Yij= M + Qi + €
Em que:
Yij € o valor observado na unidade experimental que recebeu o tratamento i (i = 1,

2,...,t)narepeticao j (j =1,2,..., r);



U representa a média geral;

ai representa o efeito do tratamento i; e
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&j € 0 erro experimental observado na unidade experimental, que recebeu o

tratamento i na repeticao |.

Quadro 2. Quadro com esquema da ANOVA em DIC.

Fonte de Graus de Soma de Quadrado =
variacao Liberdade guadrados meédio
Tratamento t-1 SQTrat QMTrat Frrat
Residuo r-1 SQRes QMRes
Total (tn-1 SQTot

Os célculos das somas de quadrados séo estabelecidos por:

-
=

t a2
i=1¥e W

SQTrat

r t.r

SQRes = SQTot- SQTrat

SQTot= v , 3
y3- 2
t.r

i=1 j=1

8.5 Sexagem fenotipica

As plantulas provenientes do melhor tratamento do experimento 2 foram

trasplantadas em bandeja de plastico contendo 96 tubetes, utilizando substrato

comercial Bioplant®, com adicdo de adubo de liberacdo lenta Basacote®. As

plantulas permaneceram em cémara de crescimento para aclimatacdo, sendo

depois transferidas para casa de vegetacdo. Apdés a formacdo de mudas, os

gendtipos foram transplantados para a area experimental do Colégio Agricola

Antdnio Sarlo, localizado no municipio de Campos dos Goytacazes/RJ. O

espacamento utilizado foi de 3,0 m entre linhas e de 1,0 m entre plantas. O
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processo de sexagem foi feito com base na identificacdo visual pelo formato dos
botdes florais.

8.6 Sexagem molecular

Seis métodos para extragdo do DNA gendmico das amostras de
endosperma foram testados:
1. Kit DneasyPlant Mini — Qiagen, seguindo protocolo do fabricante;
2. Método CTAB (Doyle; Doyle, 1990), com algumas modificacfes sugeridas
por Daher et al. (2002);
3. Método de extracao descrito por Meru et al.(2013); e
4. Método CTAB com ajustes descritos abaixo:
e As amostras de endosperma foram maceradas diretamente no
tampéao de extracao;
e Foi feita apenas uma lavagem com 400 ul de cloroférmio alcool
isoamilico (24:1), sendo ele adicionado diretamente sobre tamp&o
de extracao; e
e O pellet foi lavado apenas uma vez em 400 uL de etanol 70%

gelado.

5. Extragdo de DNA de acordo com protocolo descrito por Zheng et al. (2015).
6. Extracdo de DNA com tampdo do kit comercial Phire™ PlantDirect PCR

Master Mix (ThermoScientific™), seguindo protocolo do fabricante.

Apbés a extracdo, o DNA foi quantificado por um equipamento de
espectrofotometria (NanoDrop 2000C — ThermoScientific) e, posteriormente, as
amostras foram diluidas para a concentracéo de trabalho de 5 ng/pL.

Os marcadores moleculares utilizados nas analises foram: 71E, que
amplifica em todos os tipos sexuais (Liao et al., 2017); SCAR W11, que amplifica
apenas plantas hermafroditas e masculinas (Deputy et al., 2002), e mais 2
marcadores (PS2 e PS4) desenvolvidos pela equipe de melhoramento do
mamoeiro da UENF, que geram uma banda para plantas femininas e duas para

plantas hermafroditas (Dado ndo publicado) (Tabela 5).
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Tabela 5. Marcadores moleculares ligados ao sexo no mamoeiro utilizados para
sexagem.

Primer Amplificagédo/ Fragmentos Referéncia
71E XY/IXX/XY" - 1000pb Liao et al., 2017
Wil XY/XY" - 792pb Deputy et al., 2002
PS2 XX - 242pb [ XY - 172pb + 242pb

Dado nao publicado
PS4 XX - 160pb / XY - 160pb + 213pb

Para a amplificagdo dos marcadores citados acima, foram testados dois métodos:

1. O mix de reagentes utilizado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Genética e Melhoramento de Plantas (LMGV) da UENF tem volume final
de 13 pL, contendo 10 ng de DNA, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mMKCI, 2
mM MgCI?, 100uM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dTTP, dGTP e
dCTP), 2 pM de cada primer (F e R) e 1 U de Taq DNA polimerase. As
amplificacGes foram feitas de acordo com o seguinte programa: um ciclo de
5 minutos a 94°C para desnaturacgéo inicial do DNA, seguido de 35 ciclos
com 1 minuto a 94°C para desnaturagédo, 1 minuto com a temperatura (°C)
ideal para o anelamento dos iniciadores e 2 minutos a 72°C para a
extensdo dos primers e, posteriormente, um ciclo de 7 minutos a 72°C para
a extenséo final, com uma reducgéo a 4°C no final da amplificacéo.

2. Foi utilizado o kit comercial Phire™ Plant Direct PCR Master Mix (Thermo
Scientific™), cujo volume final do mix de PCR foi de 10 pL, contendo 2,0 pL
de DNA 5ng/ pL, 1 pL do primer 5uM, 5 pL de 2X Phire Plant Direct PCR
Master Mix e 2 pL de H20 para completar o volume final. As amplificacdes
foram feitas de acordo com 0 seguinte programa: um ciclo de 5 minutos a
98°C para desnaturacao inicial do DNA, seguido de 35 ciclos com 10
segundos a 98°C para desnaturacao, 10 segundos com a temperatura (°C)
ideal para o anelamento dos iniciadores e 40 segundos a 72°C para a
extensao dos primers e, posteriormente, um ciclo de 2 minutos a 72°C para

a extenséo final, com uma redugéo a 4°C no final da amplificag&o.

Para os protocolos de extracdo 1, 2, 3 e 4, foram testados os dois

métodos de PCR, ja para a extracao 5, foi utilizado apenas o kit comercial Phire™
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Plant Direct PCR Master Mix durante todo o processo. As amplificacdes foram
feitas no termociclador Gradiente, da marca Applied Biosystems. Apds serem
corados com a mistura de Gel Red e Blue Juice (1:1), os produtos de amplificacao
foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% e submetidos a 0,30 A
por 2h. Para a captura da imagem, foi utilizado o sistema de fotodocumentagao
Mini Bis Pro (Bio-Imaging Systems).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Germinagédo de sementes com corte

O corte longitudinal apresentou melhores taxas de germinacdo em
relacdo ao corte transversal para as sementes dos dois gendtipos analisados. A
associacao do corte longitudinal com fungicida permitiu uma alta porcentagem de
germinacao (81%) para o genodtipo UC-01, tendo a germinacdo nao diferido
estatisticamente do controle (88%). O gendtipo Golden também apresentou
melhor germinag&o no corte longitudinal com fungicida (32%), mas o corte levou a
uma germinacao inferior ao tratamento controle (82%) (Figura 4). A diferenca
entre 0os dois genadtipos € devida ao tamanho das sementes. O genétipo Golden,
por ser padrdo Solo, apresenta sementes menores, 0 que torna a retirada de
tecido mais danosa a germinacao. Meru et al. (2013) relataram maior dificuldade
na retirada de tecido de cultivares de melancia com sementes menores, sendo
necessario um corte menor para ndo comprometer o embrido e ndo esgotar as
reservas de energia necessarias para sua germinacao e crescimento.

O corte transversal foi mais danoso para as sementes, pois 0
desenvolvimento da parte aérea ocorreu sem um enraizamento prévio da
semente. Como o corte foi oposto ao eixo embrionario, o cotilédone emergiu pela
abertura do corte com a pressdo exercida na semente em razdo do
desenvolvimento do eixo embrionario. Em condi¢bes normais, a radicula, parte do
embrido que ira formar a raiz, deve ser a primeira parte da semente a emergir

durante a germinacao
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Figura 4. Porcentagem de germinacdo de sementes a) UC-01 e b) Golden
submetidas a diferentes tipos de corte (sem corte, corte transversal e corte
longitudinal) combinados com diferentes métodos de desinfestacdo (sem
desinfestacdo, NaOCI e fungicida).

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas dentro de cada tipo de corte néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias
seguidas pelas mesmas letras minasculas dentro de cada método de desinfestacdo nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados mostraram que a utilizacdo de um método de desinfestacéo
é indispenséavel na germinacao de sementes com corte. A retirada de tecido torna
a semente mais exposta ao meio, facilitando a infestacdo por micro-organismos,
principalmente fungos (Chunwongse et al., 1993; Zheng et al., 2015). O fungicida
Cercobin foi eficiente na prevencdo da contaminacdo das sementes com corte,
permitindo uma melhor germinacdo do embrido. Por outro lado, o tratamento das
sementes em solucdo de NaOCI| antes do corte afetou negativamente a
germinacdo. Mesmo a desinfestacdo sendo feita antes do corte, a posterior
exposicdo da semente ao meio permitiu que o NaOCI fosse toxico ao embrido.

Como o corte longitudinal associado a desinfestacdo com fungicida
permitiu a melhor taxa de germinacao, esse protocolo foi utilizado para o teste de
germinacdo em condi¢cdes normais de propagacédo de semente de maméo. O
experimento foi primeiramente conduzido aplicando o fungicida Cercobin apenas
no dia do semeio, tendo a germinagcédo das sementes com corte sido praticamente
nula. Percebeu-se que as sementes apos 15 dias de semeio estavam com alta

taxa de contaminacao por fungos.
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Em razdo das regas diarias, o fungicida aplicado foi cada vez mais
diluido, o que ndo permitiu uma desinfestacdo satisfatoria das sementes. No
experimento em laboratorio, as condicdes sdo mais controladas, tendo uma
aplicacdo de fungicida sido suficiente. Em razdo desse resultado negativo, o
experimento foi repetido, aumentando o numero de vezes de aplicacdo do
produto. O fungicida Cercobin foi aplicado quatro vezes: a primeira aplicacdo no
dia do semeio e as outras aplicagcbes com dois dias de intervalo entre cada uma.
Dessa forma, obteve-se uma boa germinacdo das sementes UC-01 com corte
longitudinal, ndo diferindo estatisticamente das sementes controle que nao
receberam corte. Por outro lado, assim como no experimento anterior, sementes
Golden com corte longitudinal apresentaram germinacdo inferior ao controle
(Figura 5).

Para que a sexagem em sementes seja viavel, é necessario fazer a
amostragem em sementes que apresentem alta taxa de germinacdo. Pode-se
observar que a taxa de germinacdo das sementes Golden foi bem infeior a
germinacdo das sementes UC-01 (Figura 5). Além de o corte prejudicar o
desenvolvimento do embrido, a semente em si apresenta menor germinagédo. Em
razdo dessa diferenca entre o0s gendtipos, geralmente, sdo semeadas em
condicBes normais. Para genoétipos Formosa, uma semente por tubete e para as
variedades do grupo Solo, duas ou mais sementes por tubete, que, apés a
germinacao, sao desbastadas, permanecendo uma muda por tubete (Costa et al.,
2003b). Dessa forma, para obter uma quantidade de plantas sexadas antes do
semeio, seria necessario fazer a sexagem em um numero bem maior de
sementes Golden, levando em consideracdo cerca de 60% de perda, resultante
da menor taxa de germinacdo (natural para essa variedade) da semente e do
prejuizo gerado pelo corte.

Apesar de as sementes Golden com corte ndo apresentarem boa
porcentagem de germinagdo, obter um protocolo para sementes padrdo Formosa
ja é um grande avanco. E importante resaltar que o gendétipo pertencente ao
grupo Formosa utilizado no presente estudo (UC-01) € um hibrido, sendo nesse
caso a sexagem precoce mais vantajosa. A proporcao de plantas femininas obtida
com sementes hibridas (50%) é maior, quando comparada com sementes de
linhagens (30%). Para garantir pomares com plantas hermafroditas, plantam-se

geralmente 4 mudas por cova para hibridos e 3 mudas para linhagens. Além do
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maior gasto com mudas de hibridos, suas sementes tém maior valor no mercado.
A obtencdo de sementes hibridas € mais trabalhosa, uma vez que é feita
polinizacdo controlada de parentais ndo disponibilizados (Dantas et al., 2013). A
producdo de sementes para linhagens pode ser feita pelo préprio produtor,
obtendo as sementes de frutos provenientes de flores autopolinizadas (plantas

hermafroditas) (OECD, 2005).
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Figura 5. Porcentagem germinacdo de sementes a) UC-01 e b) Golden
submetidas a diferentes tipos de corte (sem corte, corte transversal e corte
longitudinal) combinados com diferentes métodos de desinfestacdo (sem
desinfestagcdo, NaOCI e fungicida).

*Médias seguidas pelas mesmas letras mailusculas dentro de cada corte ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas
pelas mesmas letras mindsculas entre cada método de desinfestacdo n&o diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5.2 Armazenamento de sementes com corte

As sementes com corte armazenadas por até 6 dias a 4°C nao
apresentaram reducdo na taxa de germinacdo. Por outro lado, o tempo de
armazenamento prolongado para 12 dias afetou negativamente a germinacao

para os dois gendtipos (Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem de germinacdo de sementes UC-01 (a) e Golden (b)
armazenadas a 4°C em camara de germinacéao, por diferentes periodos (0, 3, 6 e
12 dias).

Como o objetivo do trabalho € o0 semeio apenas apds a sexagem
molecular, é necessario armazenar as sementes com corte pelo menos durante
as analises moleculares. O prazo de 6 dias é suficiente para a extracdo de DNA,
reacao de PCR e posterior visualizagdo dos resultados por eletroforese. Assim, 0s
resultados mostram que é possivel fazer o semeio com as sementes ja sexadas.

Apesar de 6 dias serem suficientes para a sexagem molecular, armazenar
as sementes por um periodo maior permitiia um cronograma mais flexivel.
Sementes de algoddo perfuradas para amostragem de endosperma nao
apresentaram viabilidade afetada quando armazenadas por pelo menos um ano
em placas de PCR modificadas, sendo mantidas em temperatura ambiente em
um laboratério convencional com ar condicionado (Zheng et al.,, 2015). Para a
cultura do milho, sementes submetidas a cortes foram armazenadas por até 30
dias a 4°C sem afetar sua germinacao (Gao et al., 2008). As sementes de algodao
e de milho, diferentemente das sementes de maméo, sdo classificadas como
ortodoxas, portanto, resistentes a dessecagdo e ao armazenamento em baixas
temperaturas.

A classificagdo das sementes de mamé&o, de acordo com sua
sensibilidade a dessecacdo ainda € conflitante, pois a literatura apresenta

resultados indicando a conservacdo do seu potencial fisiolégico sob ampla
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variacdo do teor de agua (Marcos Filho, 2005). Ellis et al. (1991) classificaram as
sementes de mamao como intermediarias, mostrando que quanto mais secas e
resfriadas, menor seu potencial germinativo. Sendo assim, sementes de mamao
em condicbes normais necessitam de um maior cuidado durante o
armazenamento, o que nao seria diferente para as sementes com cortes. As
sementes com corte ficam mais susceptiveis ao ambiente, podendo ter sua
umidade comprometida, além de serem mais suscetiveis a infestacées por fungos
e bactérias.

O revestimento de sementes é uma técnica promissora que, entre suas
vantagens, possibilita a incorporacdo de nutrientes, fungicidas e inseticidas as
sementes, protege de danos mecanicos e estresses abidticos, melhorando, desse
modo, a sanidade e o estabelecimento de plantulas (Rao et al., 2017). Estudos
envolvendo essa técnica em sementes de mamao com corte podem ser uma
alternativa para melhorar seu armazenamento, bem como aumentar seu potencial
germinativo. Com essa melhoria, ndo haveria necessidade de semeio logo apés
as analises moleculares, o que possibilitaria o transporte das sementes com corte

e até mesmo sua comercializagéo.

5.3 Sexagem molecular

Todos os métodos de extracdo de DNA testados geraram quantidade
suficiente de DNA para posterior genotipagem com marcadores moleculares que
permitem diferenciacdo sexual das amostras. Os protocolos de extragao variaram
na concentracdo de DNA obtida, sendo que o protocolo 3 (Meru et al. 2013) gerou
em média menor concentracdo de DNA, cerca de 4,2 ng/ul. Com maior
concentracdo de DNA destacou-se o protocolo 5 (Zheng et al. 2015), com média
de 28,7 ng/ul. Em relagdo as médias das relagdes entre as absorbéancias 260:280
e 260:230, nao houve variagéo relevante entre os protocolos testados (Tabela 7).

Para avaliar a amplificacdo com o DNA extraido de endosperma a partir de
diferentes métodos de extracdo, o primer constitutivo 71E foi utilizado. Apenas as
extracoes realizadas com os métodos 1, 3 e 4 foram amplificadas através do
protocolo de amplificagc&o utilizado pelo grupo de pesquisas do LMGV (Figura 7A).
No entanto, o método de extracdo 1 apresentou bandas mais claras e a
amplificagdo ndo ocorreu em todas as amostras. Melhores padrbes de

amplificagéo foram obtidos utilizando-se o kit comercial Phire™ PlantDirect PCR
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Master Mix. Tendo este método como referéncia, todas as amostras extraidas
pelos métodos 1, 2, 3 e 4 apresentaram bom padrdo de amplificagcdo, com clara

identificacdo da banda de interesse (Figura 7B).

Tabela 7. Caracterisicas do DNA extraido de amostras de endosperma de
sementes de mamao utilizando diferentes protocolos de extracéo.

] Concentragao de Absorbancia

Método de extracao

DNA (ng/pl)* A260:A280 A260:A230
1.Kit DneasyPlant Mini 5,5+2,5 1,7 0,07 0,41+0,04
2.CTAB 7,2+1,2 16+0,2 0,46 £ 0,05
3.Meruet al. (2013) 4,3+1,4 19+04 0,39+£0,13
4.CTAB + ajustes 8,3+1,3 2,1+0,6 0,43+ 0,07
5.Zhenget al. (2015) 28,7+9,25 1,7 +£0,05 0,35+ 0,13

*O volume de diluicao final das amostras foi de 50 pl.

Como a quantidade de DNA obtida pelos métodos de extracdo foi
satisfatoria, a amplificacdo malsucedida para alguns protocolos pode ter ocorrido
pela contaminacgdo por substancias inibitérias da semente. A PCR é uma reacao
enzimatica, portanto, sensivel aos inibidores. A principal consequéncia de uma
inibicdo parcial ou total da PCR é uma sensibilidade diminuida ou resultados falso
negativos, respectivamente (Abd-Elsalam et al., 2011). O endosperma utilizado
como amostra € um tecido complexo, pois sua funcdo é garantir a nutricdo do
embrido em desenvolvimento. Apesar de ser desprovido de amido, suas células
sdo ricas em lipidios e tém uma camada proteica de aleurona (Santos et al.,
2009). A presenca desses e de outros compostos ndo conhecidos pode ter

reduzido a qualidade do DNA total extraido
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Figura 7. Amplificacdo de DNA de endosperma de mamao obtido por varios
protocolos de extracao utilizando o primer 71E. A PCR foi feita por dois métodos:
A.Mix de reagentes com Tag DNA polimerase; B.Kit comercial Phire™ PlantDirect
PCR Master Mix. Protocolos de extragdo testados: 1. Kit DneasyPlant Mini; 2.
CTAB; 3.Meru et al. (2013); 4. CTAB + ajustes; 5. Zheng et al. (2015); 6. Tampé&o
Phire™ PlantDirect PCR Master Mix.

As relagbes entre as absorbancias de 260/230 e 260/280 sé&o utilizadas
como parametro de avaliacdo da qualidade das preparacdes de acidos nucleicos.
Amostras de DNA extraidas de folha de maméao tém as duas razdes préximas a 2.
Os valores para a proporcao de A260/A230 gerado pelo de endosperma ficaram
foi bem abaixo do esperado, sendo indicativo de contaminagédo por carboidrato
(Gao et al., 2008; Thermo-Scientific, 2009).

Como o DNA extraido de endosperma de mamado apresenta
contaminantes que inibem a reacdo de PCR, € necessario um mix de reagentes
mais robusto para a amplificacdo. O kit comercial Phire™ PlantDirect PCR Master
Mix foi mais eficiente na amplificacdo das amostras. Esse kit utiliza a DNA
Polimerase Phire Hot Start Il, uma enzima especialmente projetada com um
dominio de ligagdo ao DNA, que aumenta a eficiéncia da polimerase, além de
apresentar resisténcia extremamente alta a muitos inibidores de PCR encontrados

em plantas.
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O protocolo 2 (CTAB com ajustes) foi utilizado para extracdo de DNA das
amostras de endosperma referentes as mudas levadas ao campo para a sexagem
fenotipica. A escolha do protocolo € devida ao bom resultado obtido com o primer
71E e por ser um protocolo de facil execucdo, sendo uma simplificacdo do
protocolo CTAB, o qual € utilizado pelo grupo de pesquisado LMGV para extracao
de DNA de folhas de mamé&o. Para amplificacdo das amostras, foi utilizado o kit
de PCR Phire™ PlantDirect PCR Master Mix.

A sexagem molecular foi feita apenas com as amostras das sementes do
gendtipo UC-01, pois ndo foi possivel fazer a sexagem fenotipica das plantas
Golden. Em raz&do da baixa germinacdo das sementes Golden submetidas ao
corte, obteve-se um pequeno numero de mudas que ndo apresentaram bom
desenvolvimento no campo. Esse problema reforca os resultados obtidos com o
teste de germinagcdo, mostrando que o corte foi prejudicial para o
desenvolvimento das plantas Golden.

Para a sexagem molecular das sementes, foram testados trés primers
distintos. O primer W11 n&o permitiu a diferenciagdo sexual das amostras de
forma eficiente, sendo que das 12 amostras hermafroditas confirmadas pela
sexagem em campo apenas 5 apresentaram a banda especifica. O primer PS2
gerou um resultado de dificil interpretacéo, visto que nado foi possivel identificar
com precisdo a banda especifica do hermafroditismo. Por outro lado, o primer
PS4 foi eficiente na sexagem das amostras, com resultado confirmado pelas
plantas sexadas em campo. Todos os primers testados foram efetivos com as
amostras controle de folha de mamao (Figura 8).

Auséncia de amplificacdo para o marcador W11 em gendétipo sabiamente
hermafrodita ja foi constatada em outros estudos (Deputy et al., 2002; Oliveira et
al.,, 2007; Pirovani et al., 2018). Como a pureza do DNA proveniente de
endosperma € menor quando comparado ao DNA de folhas, a propor¢cédo de
falsos negativos obtidos no presente estudo foi ainda mais significativa.

Os primers PS2 e PS4 se anelam em regides homologas entre os
cromossomos X e Y, mas com diferencas significativas com relagdo ao tamanho
da sequéncia amplificada em cada tipo cromossomico. A amplificacdo desses
primers em plantas femininas gera apenas uma banda homozigota, em razéo da
presenca de duas cOpias do cromossomo X no genoma dessas plantas. No

entanto, plantas hermafroditas tém cromossomos sexuais heteromoérficos a nivel
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molecular (XY"), o que gera bandas heterozigotas para o loco analisado.
Exatamente pela amplificacdo distinta nos dois sexos, 0s primers se tornam mais
vantajosos, pois a chance da ocorréncia de falso negativo € menor (Dado néo

publicado).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 F H

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 F H

c 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 F H

Figura 8. Sexagem molecular de 20 amostras de DNA de endosperma e duas
amostras controle de DNA de folha. Os primers 71E (A); PS2 (B) e PS4 (C) foram
utilizados para amplificacdo. O sexo de todas as amostras foi confirmado pela
sexagem fenotipica das plantas correspondentes (F- plantas feminais; H-plantas
hermafroditas).

O padrdao de amplificacdo dos primers PS2 e PS4 em amostras de

endosperma foi diferente dos resultados obtidos com folha. Além do problema da
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pureza do DNA, esse resultado pode ter ocorrido devido ao tecido triploide das
amostras. A banda especifica do hermafroditismo gerada pelo primer PS2 néo
ficou nitida nas amostras de endosperma (Figura 8A). Para o primer PS4, a banda
amplificada do cromossomo X apresentou diferenca, sendo que em amostras de
endosperma a banda foi mais nitida do que em folhas (Figura 8B). Com o tecido
triploide da semente UC-01 é XXYP" a amplificacdo de sequéncias do
cromossomo X fica favorecida. Em sementes de linhagens, a situacéo poderia ser
diferente, pois seu endosperma pode apresentar o cromossomo X ou o Y", com
cOpia extra. Essa diferenca ocorre pelo fato de a natureza triploide do
endosperma ser decorrente do saco embrionario, 0 qual carrega 0s nudcleos
polares (2n) responsaveis pela formacdo desse tecido de reserva. O saco
embrionario de plantas femininas pode carregar apenas o cromossdmico X em
suas células, diferentemente de plantas hermafroditas, que apresentam
probabilidade igual de carregar o cromossomo X ou o Y". O saco embrionario,
correspondente ao gametofito feminino, € formado por sete células e oito nucleos
todos de mesma constituicdo genética (Ferreira e Borghetti, 2004).

O primer PS4 permitiu pela primeira vez a diferenciacdo sexual de
sementes de mamao. A contaminagdo com tecido materno proveniente do
pericarpo nas amostras de endosperma nao foi problema para as sementes
hibridas, visto serem oriundas da polinizacdo controlada de plantas femininas. As
sementes de linhagens apresentariam falsos positivos se houvesse tal
contaminacgao, pois nesse caso o tecido materno € hermafrodita.

O protocolo de sexagem molecular apresentado no presente estudo pode
ser aplicado em sementes de mamao padrao Formosa, permitindo a obtencao de
mudas sexadas antes do semeio, 0 que diminuird o gasto com sementes, mudas,
irrigacao, nutrientes minerais e servigos adicionais nas lavouras no primeiro ano
de estabelecimento da cultura. O protocolo também permitird estudos que
necessitam da identificacdo do sexo em sementes, sem comprometer o
desenvolvimento do embrido. Além disso, com o0 avanco dos estudos, 0 mesmo
protocolo pode ser melhorado para utilizacdo de primers que proporcionem a

identificagdo de outras caracteristicas de interesse além do sexo.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo permitiu pela primeira vez a sexagem em sementes de
mamao padrdo Formosa via marcadores moleculares, retirando uma amostra do
endosperma para extracdo de DNA, mantendo o potencial de germinacdo do
embrido.

A extracdo de DNA de endosperma de sementes de mamao pode ser
feita de maneira eficiente, utilizando uma simplificagéo do protocolo CTAB.

O primer PS4 foi eficiente na sexagem das amostras, com resultado
confirmado pelas plantas sexadas em campo.

Para sementes padrdo Solo, que tem sementes menores, Sao

necessarios mais estudos para permitir uma sexagem nao destrutiva.
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