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RESUMO

MENDES, Thébata Nagime; M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, abril de 2017. Andlise de marcadores SSR-ESTs relacionados a
firmeza do fruto em mamoeiro (Carica papaya L.). Orientadora: Helaine Christine
Cancela Ramos; Conselheiros: Telma Nair Santana Pereira e Messias Gonzaga
Pereira.

A avaliacdo das caracteristicas relacionadas a qualidade de frutos do mamoeiro,
como a Firmeza do Fruto (FF) e a Firmeza da Polpa (FP), é uma etapa importante
para os programas de melhoramento, a fim de selecionar gendtipos superiores.
Porém, esta avaliacéo é feita manualmente — uma atividade que demanda tempo
e trabalho intensivo -, reduzindo a precisdo na avaliacdo das plantas em uma
mesma época. Com o propoésito de melhorar a selecdo de caracteristicas de dificil
mensuragao, pesquisadores tém buscado utilizar a Selecdo Assistida por
Marcadores Moleculares (SAM), um procedimento empregado para aumentar o
ganho por selecdo artificial, mas que ainda tem sido pouco utilizado para a anélise
de caracteristicas quantitativas. O objetivo deste trabalho foi identificar
marcadores moleculares SSR-ESTs associados as caracteristicas de FF e FP,
integra-los ao mapa genético do mamoeiro, para posterior identificacdo de
Quantitative Trait Loci (QTLs), além de aplicar tais marcadores na analise de
diversidade funcional, a fim de confirmar a eficiéncia dos marcadores em agrupar
os individuos de acordo com os seus valores fenotipicos para ambas as
caracteristicas. Para tal, foram selecionados 54 primers SSR-ESTs

potencialmente relacionados com a Sintese de Etileno (SE) e Componentes da

Xi



Parede Celular (CPC). Apos, foi realizada uma triagem dos primers utilizando os
genodtipos parentais (Sekati e JS-12), para a identificacdo de marcadores
polimorficos. Dos 54 primers testados nos parentais, 16 foram polimorficos, os
quais foram entdo analisados via BSA (Bulked Segregant Analysis), para verificar
quais marcadores estavam potencialmente associados as caracteristicas em
estudo. Logo apoés selecionados, os marcadores que segregaram nos bulks foram
analisados nos 186 individuos da populacdo F2; a seguir, realizou-se a
investigacdo de mapeamento e identificacdo dos QTLs ligados a essas
caracteristicas. Na analise do mapa, trés grupos de ligacao (GL) tiveram marcas
inseridas (GL2, GL3 e GL6), entretanto, em apenas um grupo de ligacdo (GL2)
ocorreu o mapeamento dos QTLs. Foram detectados trés QTLs, sendo: um QTL
associado a FP (QTL 1 — Cpa_SSR_018504), um QTL associado a FF (QTL 3 —
Cpa_SSR_001783) e um QTL associado as duas caracteristicas (QTL 2/QTL 4 —
Cpa_SSR_004871). A variacao fenotipica explicada pelos QTLs variou de 1,97 a
9,66% e de 1,49 a 7,42% para as caracteristicas de FP e FF, respectivamente.
Para a diversidade funcional, foram analisados 186 individuos e mais o0s
gendtipos parentais (Sekati e JS-12) de mamao utilizando sete iniciadores SSR-
ESTs associados a FF e a FP. Para tal, foi utilizado o método Unweighted Pair-
Group Method Using an Arithmetic Average (UPGMA), que agrupou os individuos
em trés principais grupos. Os resultados possibilitaram verificar que ha
variabilidade genética entre os gendtipos avaliados e que os marcadores foram
efetivos em agrupar os individuos de acordo com os seus valores fenotipicos. A
construcdo de mapas genéticos e a identificacdo de QTLs por meio dos
marcadores SSR-ESTs representam um grande avanco nos programas de
melhoramento genético do mamoeiro por possibilitarem que seja realizada, com
sucesso, a selecao assistida por marcadores. Apesar dos QTLs identificados
serem de pequena magnitude, os mesmos sao Uteis em um programa de selecéo
assistida, uma vez que podem ser utilizados como ponto de referéncia na espécie
para detecgcdo de QTLs de maior efeito. Esses resultados contribuem para futura
implementagdo da SAM nos programas de melhoramento do mamoeiro, com a

expectativa de obter maior eficiéncia na selecéo de genotipos superiores.
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ABSTRACT

MENDES, Thébata Nagime; M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, April 2017. Analysis of EST-SSRs markers related to fruit firmness
in papaya (Carica papaya L.). Research advisor: Helaine Christine Cancela
Ramos; Research coadvisors: Telma Nair Santana Pereira and Messias Gonzaga
Pereira.

The evaluation of characteristics related to the quality of papaya fruits, such as
Firmness of Fruit (FF) and Firmness of Pulp (FP), is a major step for breeding
programs in order to select superior genotypes. However, this evaluation is done
manually, which consumes time and requires intensive work, reducing the
accuracy in the assessment of plants at the same time. In order to improve the
selection of hard-to-measure characteristics, researchers have sought to use
Molecular Marker Assisted Selection (MAS), a procedure employed to increase
the gain by artificial selection; however, it has been little used to analyze the
guantitative characteristics. The objective of this work was to identify EST-SSR
molecular markers associated with FF and FP characteristics, to integrate them
into the genetic map of papaya tree, to further identify Quantitative Trait Loci
(QTLs), and to apply such markers in the analysis of functional diversity, in order
to confirm the efficiency of the markers in grouping the individuals according to
their phenotypic values for both characteristics. For this, 54 EST-SSR primers
potentially related to the Ethylene Synthesis (ES) and Cell Wall Components
(CWC) were selected. Afterward, the primers were screened using parental

genotypes (Sekati and JS-12) for the identification of polymorphic markers. Among
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the 54 primers tested in the parental genotypes, 16 were polymorphic, which were
then analyzed by Bulked Segregant Analysis (BSA) to verify which markers were
potentially associated with the characteristics under study. After being selected,
the markers that segregated the bulks were analyzed in the 186 individuals of the
F2 population, followed by the mapping analysis and identification of the QTLsS
linked to these characteristics. In the analysis of the map, three linkage groups
(LG) had inserted marks (LG2, LG3 and LG6); however, the mapping of QTLs
occurred in only one linkage group (LG2). Three QTLs were detected: one QTL
associated with PF (QTL 1 - Cpa_SSR_018504), one QTL associated with FF
(QTL 3 - Cpa_SSR_001783), and one QTL associated with the two characteristics
(QTL 2/QTL 4 - Cpa_SSR _004871). The phenotypic variation explained by the
QTLs varied from 1.97 to 9.66%, and from 1.49 to 7.42% for the characteristics of
FP and FF, respectively. For functional diversity, 186 individuals plus parental
genotypes (Sekati and JS-12) of papaya were analyzed using seven EST-SSRs
primers associated with FF and FP. For that, the Unweighted Pair-Group Method
Using an Arithmetic Average (UPGMA) method was used, which grouped the
individuals into three main groups. The results allowed verifying that there is
genetic variability among the evaluated genotypes and that the markers were
effective in grouping the individuals according to their phenotypic values. The
construction of genetic maps and the identification of QTLs by the EST-SSRs
markers represent a major advance over the breeding programs of papaya tree
once they allow marker-assisted selection to be successfully carried out. Although
the QTLs identified are of small magnitude, they are useful in an assisted selection
program since they can be used as a reference point in the species to detect QTLs
of greater effect. These results contribute to the future implementation of the MAS
in breeding programs of the papaya tree, with the expectation of obtaining greater
efficiency in the selection of superior genotypes.
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1. INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma das fruteiras mais cultivadas e
consumidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo (Chen et al., 1991). O
Brasil € o segundo maior produtor de maméao em nivel mundial, ficando atras
apenas da india (IBGE, 2013), destacando a grande importancia econémica da
cultura. Devido a sua relevancia comercial, a producdo de mamao € atualmente
classificada como a terceira maior do mundo entre as fruteiras tropicais (FAO,
2013).

Nos programas de melhoramento genético do mamoeiro para a analise da
qualidade dos frutos, convencionou-se adotar alguns parametros, sejam fisicos
(peso, comprimento, diametro, forma, cor e firmeza), sejam quimicos (soélidos
soluveis totais, pH, acidez titulavel entre outros). No entanto, essas caracteristicas
sdo fortemente influenciaveis por fatores como condi¢cdes edafoclimaticas,
genéticas, época, tratos culturais e manuseio na colheita, variando em funcao do
destino do fruto e das exigéncias do mercado consumidor (Fagundes; Yamanishi,
2001).

Um atributo quantitativo, muito importante, ligado a qualidade do fruto, € a
firmeza. O estagio de maturacéo dos frutos, bem como os fatores genéticos, pode
influenciar nas caracteristicas de Firmeza da Polpa (FP) e Firmeza do Fruto (FF),
interferindo na comercializagédo e no tempo de prateleira do fruto. Assim, frutos

com baixa firmeza apresentam baixa resisténcia fisica ao transporte, ao



armazenamento e ao manuseio, causando perdas quantitativas e qualitativas
(Chitarra; Chitarra, 2005).

Entretanto, um dos fatores limitantes é a dificuldade de selecdo dessas
caracteristicas agrondmicas de importancia para o melhoramento do mamoeiro,
por apresentar uma heranca genética complexa e com forte influéncia ambiental,
dificultando a realizac&o do processo de selecdo e mensuracao dos gendtipos em
uma Unica avaliacdo (Alves, 2003). O estudo dessas caracteristicas morfologicas
desejaveis em frutos para fins comerciais é feita manualmente, devendo ser
mensurada em trés frutos por planta, sendo uma atividade demorada que requer
trabalho intenso e limita a avaliacdo de um grande numero de frutos, pois nem
sempre a planta apresenta todos os seus frutos no mesmo estagio de maturacao,
0 que reduz a possibilidade de identificacdo de gendtipos superiores (Marinho et
al., 2008).

O programa de melhoramento genético do mamoeiro, na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), tem buscado aumentar a
eficiéncia dos métodos, para facilitar a selecdo de variedades agronomicamente
superiores trabalhando com a fenotipagem digital, que aumenta a precisdo na
mensuracao de caracteristicas agronémicas de importancia, reduzindo a méo de
obra necesséria para realizar essa atividade. Porém, o uso do software para a
mensuracdo e avaliacdo das caracteristicas de FF e FP, ainda ndo tem sido
empregada (Cortes, 2017).

Uma das alternativas para melhorar a eficiéncia na selegdo de
caracteristicas agronémicas importantes tem sido a Selecdo Assistida por
Marcadores (SAM), um procedimento bem estabelecido, empregado em
programas de melhoramento para aumentar o ganho por selecdo artificial, para
selecdo de caracteristicas desejaveis, reduzindo o tempo necessario para o
desenvolvimento de novos materiais para o cultivo e aumentando a precisao da
selecdo. Além disso, é uma ferramenta barata e confiavel, que tem sido
amplamente utilizada para a melhoria de qualidade de fruto e resisténcia contra
doencas (Alzate-Marin et al., 2005).

Porém, a realizacdo da SAM envolve a obtencdo de marcadores
moleculares associados a caracteristicas fenotipicas e a validacdo dessa
associacao antes da aplicacdo dos marcadores na selecdo. No entanto, existem

alguns fatores que dificultam a aplicagcdo da SAM, como a existéncia de mapas



genéticos com baixa saturacdo, os modelos disponiveis para o0 mapeamento de
Quantitative Trait Loci (QTL) considerarem apenas um QTL, a existéncia de
efeitos epistaticos entre os locos e a ocorréncia de interacdo QTLs x ambiente.
Todos esses fatores afetam a precisdo do mapeamento de QTLs e,
consequentemente, a utilizagdo dessas informacdes na SAM (Falconer; Mackay,
1996; Stuber, 1994; Guimarées et al., 2006; Ender; Terpstra; Kelly, 2008; Maroof
et al., 2008; Xu; Crouch, 2008).

Durante a ultima década, os microssatélites derivados de Etiquetas de
Sequéncias Expressas (SSR-ESTs) surgiram como uma alternativa viavel para a
SAM, em que apenas 0S genes expressos pelo organismo sdo sequenciados
(Kantety et al., 2002). O EST representa uma sequéncia parcial do cDNA de um
gene que foi expresso em um tecido, num determinado momento (Sterky;
Lundeberg 2000). Além disso, as sequéncias codificadoras desses marcadores
sdo mais informativas do que as dos marcadores intergénicos, ou 'andnimos’,
porque eles sdo mais propensos a serem funcionais (Coulibaly et al, 2005;
Varshney et al, 2005). Em mamoeiro, Vidal et al. (2014) desenvolveram e
validaram um atlas de marcadores de repeticdo de sequéncia simples baseados
em sequéncias expressas (SSR-EST), sendo 883 marcadores SSR-ESTs
potencialmente envolvidos na maturacao do fruto.

O objetivo da presente pesquisa foi identificar marcadores moleculares
SSR-ESTs associados as caracteristicas de firmeza da polpa e firmeza do fruto e
integré-los ao mapa genético do mamoeiro para posterior identificacdo de QTLS;
além disso, aplicar tais marcadores na analise de diversidade funcional, a fim de
confirmar a eficiéncia dos marcadores em agrupar os individuos de acordo com

0s seus valores fenotipicos para ambas as caracteristicas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais da cultura do mamoeiro

A familia Caricaceae compreende seis géneros (Badillo, 2000), quais
sejam, Cylicomorpha, representado por espécies originarias da Africa Equatorial,
Jarilla e Horovitzia, com espécies restritas a América Central, e Jacaratia,
Vasconcellea e Carica, com espécies predominantes da América do Sul e
América Central. O género Carica corresponde apenas a espécie cultivada, C.
papaya (Badillo, 2000). A importancia econémica da familia Caricaceae reside
grandemente na producao de frutos por parte de sua principal espécie, C. papaya,
amplamente cultivada na regido dos tropicos (Damasceno Junior et al., 2015).

A espécie C. papaya L., que tem seu centro de origem na América Central
ao noroeste da América do Sul, é a mais importante comercialmente,
apresentando maior diversidade no México e na Bacia Amazbdnica Superior
(Badillo, 1993). Nesta regido, a diversidade genética € maxima, o que caracteriza
0 mamoeiro como uma planta tipicamente tropical, que produz frutos o ano inteiro
(Trindade, 2000; Dantas et al., 2002).

O mamoeiro € uma espécie tipica de regides tropicais e subtropicais, suas
plantas apresentam caule cilindrico (10-30 cm de diametro) de coloragcéao verde-
clara no apice e verde acinzentada na base, suas folhas sédo grandes, variando de
20-60 cm, aproximadamente. Apresenta populacdes de plantas do tipo didicas,

gindica-andromonoicas e andromonoico-tridicas, possuindo suas inflorescéncias



do tipo: flor pistilada ou feminina tipica, flor hermafrodita e flor estaminada. Os
frutos possuem uma forma caracteristica para cada tipo de flor, podendo ser
ovoide, esférica ou periforme, com casca lisa e fina, variando entre as cores
amarela, alaranjada ou avermelhada (Martins; Costa, 2003). As sementes sdo
pequenas, redondas, rugosas e recobertas por uma camada mucilaginosa.

No Brasil, devido ao formato, os frutos piriformes produzidos pelas plantas
hermafroditas sédo preferidos em relacdo aos frutos esféricos produzidos pelas
plantas femininas, destinando-se aos mercados interno e externo (Marin et al.,
2003). Segundo Costa e Pacova (2003), os frutos podem ser classificados,
conforme o tamanho e a origem, em dois grupos diferentes: Solo ou Formosa.

Os materiais do grupo Solo sdo geneticamente uniformes, consistindo de
linhagens fixadas por sucessivas geracdes de autofecundagcdo. A cultivar
‘Golden’, do grupo Solo, é descrita por Marin e Gomes (2000) como tendo plantas
e frutos de coloracdo verde-clara e acentuadamente aclorofilada, com superficie
do fruto bastante lisa; € uma cultivar muito tolerante a mancha fisiolégica do
mamoeiro.

Genotipos do grupo Formosa sao hibridos comerciais, sendo que o mais
cultivado no Brasil é o Tainung n°® 1, que € importado da Estacdo Experimental de
Fengshan, em Kaohsiung (Taiwan) (Marin et al., 2006). O alto custo da semente
tem incentivado os produtores brasileiros a utilizarem as proprias sementes dos
hibridos F1 nas sucessivas geragfes (Fz, Fs, F4 e assim por diante), o que tem
levado a perda das caracteristicas originais, havendo a producdo de frutos com

qualidade inferior e fora do padréo comercial (Costa; Pacova, 2003).

2.2. Importancia econémica da cultura

O mamoeiro (C. papaya L.) € uma cultura com importancia social e
econbmica, conhecida por seus beneficios nutricionais, por ser rico em vitamina
A, vitamina C, potassio, folato, niacina, tiamina, riboflavina, ferro e calcio, bem
como fonte de energia, auxiliando nos processos digestivos. Além disso, pode ser
utilizado em variaveis aplicacbes medicinais (Malabadi et al., 2011), inclusive para
a extracdo de papaina, que é uma enzima proteolitica valiosa (Souza et al., 2005;
Ming et al., 2008).



A espécie C. papaya € a mais cultivada mundialmente pelo grande
aproveitamento dos seus frutos, que podem ser consumidos maduros, ao natural
ou com acgucar, e verdes, em doces ou para extracdo de papaina e pectina. Na
industria, utiliza-se o fruto maduro para a conservacdo da polpa, além da
utilizacdo do maméo para a fabricacdo de outros produtos, tais como: puré de
mamao, mamao cristalizado, saladas de frutas tropicais, geleias, confeitados,
gelatina, coquetéis e aperitivos (Manica, 1982).

Oliveira et al. (1994) ressaltam, que, em vista da grande importancia
alimenticia do mamoeiro, este possui também uma funcéo social, uma vez que a
produgdo do maméo ocorre durante todo o ano, havendo a necessidade de
renovacao periodica de seus pomares. Com isso, a sua producéo absorve mao de
obra regularmente, gerando empregos.

Segundo dados estatisticos fornecidos pelo IBGE, no ano de 2013, o fruto
do mamoeiro ocupou um lugar de destaque dentre as mais importantes frutas
tropicais atualmente cultivadas no Pais e no mundo. O mercado produtor de frutas
tem-se mostrado dinamico, pois, ha tempos, o Pais deixou de produzir frutas
apenas para atender ao mercado nacional, transformando-se no segundo maior
exportador mundial, além de maior produtor do mundo. Devido & boa
aceitabilidade do mamédo no mercado consumidor e ao grande aproveitamento
dos frutos, a cultura vem-se expandindo com perspectivas favoraveis (Mendonca
et al., 2006).

A fruticultura no Brasil tem sido uma atividade promissora, devido as
condicbes edafocliméaticas favoraveis do pais e da disponibilidade de areas
agriculturaveis, possibilitando o aumento da produtividade e competitividade
(FAO, 2013).

A producdo mundial de maméo atingiu 12,5 milhdes de toneladas em
2013, tendo como principais produtores a india, Brasil, Indonésia, Nigéria e
México. O Brasil, segundo maior produtor, responde por 12,6% da producao
mundial (FAOSTAT, 2015). Apesar da sua producdo se dar na maioria dos
estados brasileiros, € nos Estados da Bahia e do Espirito Santo que a producao
se concentra. Juntos, esses Estados respondem por 71% da producédo brasileira
(IBGE, 2014). A cultura apresenta grande importancia social, gerando empregos o
ano inteiro; tem se constituido, também, em uma importante fonte de divisas para

o Pais. O volume exportado de mamé&o, mundialmente, em 2012, foi de 271,8 mil



toneladas, correspondendo a US$ 209,4 milhdes. O México foi o0 maior exportador
da fruta, sendo responsavel por aproximadamente 40% das exportacées. O Brasil
ocupa a segunda posicdo, com 9,6%, seguido da Guatemala, com 8,2%
(FAOSTAT, 2015). Entre as frutas da pauta de exportacdo brasileira de 2013, o
mamao esta entre as oito primeiras, com uma participacao de 6,4% (Santos et al.,
2013); o volume exportado neste ano representou menos de 2% da producéo
nacional da fruta.

Os principais paises importadores de mamao brasileiro sdo Estados
Unidos, Cingapura, Canada, El Salvador, Emirados Arabes, Holanda, entre outros
(Galeano; Martins, 2015). No Brasil, o0 Estado da Bahia ocupa a primeira posi¢ao
em relacdo a producao, com aproximadamente 718,726 mil toneladas, seguido do
Espirito Santo (404,720 t), Minas Gerais (126,849 t), Ceara (118,372 t) e Rio
Grande do Norte (69,925 t), Paraiba (37,959 t), dentre outros (PAM-IBGE, 2015).

2.3. Melhoramento do mamoeiro

Os primeiros estudos relacionados ao melhoramento genético do
mamoeiro foram desenvolvidos por Hofmeyr (1938), Storey (1938) e Horovitz
(1954), que abordaram questdes sobre o estudo de heranca do sexo na cultura.
No Brasil, o melhoramento genético do mamoeiro teve inicio a partir de 1982, pelo
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper),
com estudos dos gendtipos do grupo Solo, com o objetivo de atender a demanda
nacional e internacional por frutos de qualidade. Desde entéo, foram introduzidas
variedades comerciais, no mercado nacional, a partir dos trabalhos realizados por
entidades publicas e privadas envolvidas no agronegécio do mamoeiro (Ruggiero
et al., 2011).

Um incentivo para a cultura do mamoeiro ocorreu entre os anos de
1972/1973, quando o Brasil importou do Havai — EUA as primeiras sementes da
variedade ‘Sunrise Solo’. Esta cultivar foi introduzida no Nordeste do Pard,
demonstrando elevada estabilidade e adaptacdo as condi¢cdes da regido (quente
e umida), sendo facilmente aceita no comércio nacional e internacional (Ruggiero
et al., 2011). Nesse mesmo periodo, iniciaram-se, também, as importacdes de
sementes hibridas dos mamoeiros do grupo Formosa, oriundas de Taiwan
(Serrano; Cattaneo, 2010).



As cultivares comercialmente mais importantes sao pertencentes ao
grupo Solo, agregando a maior parte das cultivares de maméo plantado no
mundo, e ao grupo Formosa, com hibridos comerciais que conquistaram tanto o
mercado interno quanto o externo, com um forte crescimento nas vendas
principalmente para a Europa, Canada e Estados Unidos (Dantas; Oliveira, 2009).
As variedades do grupo Solo possuem frutos menores e sao preferidos para
exportacao com predominio da variedade ‘Sunrise Solo’ e ‘Golden’, e as do grupo
Formosa, sdo hibridos com tamanho médios, com destaques para Tainung n° 1,
Tainung n° 2 e Caliman 01.

Entretanto, ha uma necessidade dos programas de melhoramento de
utilizar variedades disponiveis para a obtencdo de outras variedades com maior
produtividade e melhor qualidade de frutos (Dias et al., 2011). Outro fato a ser
considerado é a existéncia de poucas linhagens melhoradas, ou mesmo
consideradas como variedades definidas, em funcdo da propagacdo de plantas
por sementes, durante sucessivas geracdes, sem o devido controle das
polinizacdes. A melhoria de determinadas caracteristicas agronémicas depende
do conhecimento basico sobre a heranca dos caracteres, a variabilidade genética
disponivel para o melhoramento e as estimativas dos parametros genéticos, pois
estas informacfes indicam quais as melhores estratégias de selecdo para
maximizar os ganhos genéticos (Silva et al., 2008).

Dentre as caracteristicas agrondmicas desejaveis do mamoeiro, buscam-
se linhagens vigorosas, que apresentem alta producéo, resisténcia as doencas e
tolerancia aos ataques de pragas, além de serem hermafroditas!, com frutificacéo
precoce, com maturacdo dos frutos uniforme, possuindo uma cobertura
abundante que permita boa capacidade fotossintética, com tronco firme que
suporte a carga dos frutos, sem ramificagcdes laterais, casca lisa e sem manchas,
polpa vermelho-alaranjada, cavidade ovariana pequena e em formato estrela,
sélidos soluveis acima de 12° Brix, com porte baixo para facilitar a colheita e
maior longevidade pos-colheita. Para a andlise de qualidade dos frutos, leva-se
em consideracdo o tamanho, formato, casca, cor, sabor, quantidade de papaina,

latex e teor de solidos soluveis, em que as caracteristicas desejaveis variam de

1 De modo geral, os consumidores da fruta in natura preferem frutos provenientes de flores
hermafroditas, que possuem um formato mais alongado e cilindrico, com polpa firme, macia, de
coloracéo alaranjada, com sabor doce e menor quantidade de papaina, que ndo é desejavel para
0 consumo da fruta in natura, e sim para fins industriais (Manica, 1982).



acordo com a finalidade e a demanda de mercado (Manica, 1982; Dantas et al.,
2002).

Nas ultimas décadas, a Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF) tem estabelecido um programa de melhoramento de
mamoeiro em parceria com a Empresa Caliman Agricola S/A, sediada em
Linhares/Espirito Santo, que vem realizando varios trabalhos de melhoramento
genético da cultura, visando a ampliar a base genética dos gendtipos de
mamoeiro cultivados no Brasil, bem como a oferecer op¢des de linhagens e
hibridos superiores. Bons resultados tém sido obtidos dessa parceria,
possibilitando, em 2002, o registro de nove hibridos de mamoeiro
(UENF/CALIMAN 01 a UENF/CALIMAN 09), com destaque para UENF/CALIMAN
01, também conhecido pelo nome comercial de Calimosa, sendo o0 primeiro
hibrido nacional a ser lancado para os produtores, intermediério entre o grupo
Solo e o grupo Formosa. Esse hibrido tem mostrado superioridade em relagdo ao
hibrido ‘Tainung 01’, do grupo ‘Formosa’, quanto as caracteristicas do fruto,
apresentando elevado teor de solidos soluveis, aroma intermediario e o6tima
qualidade de mesa. Mais recentemente, no ano de 2014, outros quatro novos
hibridos foram registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
- MAPA (Pereira et al., 2015).

E notavel que os programas de melhoramento genético da cultura do
mamoeiro tém contribuido com o desenvolvimento de cultivares. Entretanto,
evidencia-se a necessidade do fortalecimento desses programas, visando a
obtencdo de cultivares de maméao que atendam as exigéncias dos mercados e

dos consumidores (Ruggiero et al., 2011).

2.4. Firmeza do fruto em mamoeiro

A textura das frutas envolve diversos atributos, tais como firmeza,
crocancia, suculéncia, sendo estes, determinantes para a qualidade dos frutos
percebida pelo consumidor. Para cultivares que apresentam estagio de maturagao
precoce, uma boa textura € necessaria, principalmente, para frutos que sao
consumidos “in natura”. A textura também atribui um carater de resisténcia ao
armazenamento e transporte das frutas, que, em instalagbes modernas, podem

ficar armazenadas durante um longo periodo, sem perder a qualidade (Johnston
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et al., 2002). Além disso, a capacidade da fruta de suportar 0 armazenamento
esta intimamente ligada a resisténcia a doencas, principalmente fangicas,
afetando positivamente a economia, especialmente na producdo organica, onde
fungicidas quimicos séo proibidos (Blazek et al., 2007).

A Firmeza do Fruto (FF) constitui-se de um parametro fisico, sendo,
geralmente, influenciada pelos seguintes fatores: condicdes edafoclimaticas,
genotipos, época e local de colheita, tratos culturais e manuseio na colheita e poés-
colheita; variam também em funcdo do destino do fruto e das exigéncias do
mercado consumidor. Além disso, a FF é um atributo de qualidade que pode
indicar o seu estagio de maturacdo ou ponto de colheita e que influencia na sua
comercializacdo. Assim, frutos com baixa firmeza apresentam menor resisténcia
ao transporte, ao armazenamento e ao manuseio (Fagundes; Yamanishi, 2001).

O mamao é classificado como fruto climatérico, cujas caracteristicas sédo
aumento da taxa respiratoria, producdo autocatalitica de etileno e alteracdes
organolépticas substanciais durante o seu amadurecimento, tais como cor, sabor,
amaciamento e producédo de compostos volateis aromaticos (Cereda et al., 1995).
Frutos climatéricos? possuem a perda de firmeza durante a armazenagem
fisiologicamente relacionada com os niveis internos de etileno. Um efeito direto do
etileno no amaciamento da fruta € a regulacdo da degradacdo enzimatica das
paredes celulares e lamela média no fruto. Uma dessas enzimas é a
poligalacturonase, que esta envolvida na desmontagem da pectina, levando ao
amolecimento do tecido rico em pectina, afetando os frutos durante o
amadurecimento (Wakasa et al., 2006; Mann et al., 2008; Costa et al., 2010).
Outra enzima que esta envolvida na firmeza dos frutos sdo as expansinas, que
desempenham um importante papel na despolimerizacdo de diferentes
polissacarideos nas paredes celulares durante o amolecimento da fruta (Nybom et
al., 2012).

A Firmeza da Polpa (FP) em frutos, apesar de ser um parametro fisico,
esta relacionada com a solubilizacdo de substancias pécticas, as quais, segundo
Chitarra e Chitarra (2005), quando em grande quantidade, conferem textura fragil
aos frutos. Frutos considerados com boa conservacdo apresentam valores
elevados para FP. A perda de FP, aliada a mudanga da cor da casca, € a

transformacdo mais caracteristica que ocorre durante o amadurecimento do

2 S&o considerados frutos climatéricos aqueles que apresentam um aumento da atividade
respiratéria durante o seu amadurecimento (Rhodes, 1980).
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mamoeiro. O amolecimento da polpa do mamoeiro é atribuido as atividades das
pectinases, em especial a poligalacturonase (PG) e pectinametilesterase (PME).
Outra enzima que tem sido associada ao amaciamento da polpa do mamao € a g-
galactosidase, que, provavelmente, completa a acdo da PG (Lazan et al., 1989).

Safiudo et al. (1997) afirmaram que, com a maturacao do fruto, existe a
degradacdo do amido, que é paulatinamente convertido em acucares sollveis,
tornando a firmeza do fruto e da polpa menores, e os frutos, menos resistentes.
Durante o amadurecimento do fruto, ocorre a solubilizacdo das protopectinas em
pectinas ou &cido péctico, que sao polimeros de baixo peso molecular e que,
consequentemente, ndo conseguem manter a firmeza do fruto ou da polpa
(Sigrist, 1992).

Apesar da firmeza da polpa e do fruto serem atributos mensuraveis por
meio de abordagens sensoriais ou instrumentos simples, como o0 penetrdmetro,
essas caracteristicas sdo complexas quanto a sua natureza geneética, por serem
governadas por varios genes (King et al., 2001; Mann et al.,, 2005; Jbnsson;
Nybom, 2007; McKay et al., 2011; Galvez-Lopez et al., 2012). Além disso, a
herdabilidade destes parametros depende do tipo de populacdo que estd sendo
avaliada, podendo ser baixa, média ou alta, conforme relatado pelas avaliacdes
de firmeza por Dias et al. (2011) - avaliando 27 gendétipos de mamoeiro entre
cultivares, variedades melhoradas, variedades locais e linhagens; Macedo (2012)
— avaliando o desempenho agronémico de hibridos de mamoeiro; e Pinto et al.
(2012) — com populagdo de retrocruzamento em mamoeiro, sendo os valores
encontrados de herdabilidade para a firmeza da fruta correspondentes a 60%, 79-
84% e 22-46%.

A herdabilidade reflete a proporcdo da variacdo fenotipica que pode ser
herdada, ou seja, quantifica a confiabilidade do valor fenotipico como guia para o
valor genético. Somente o valor fenotipico de um individuo pode ser mensurado,
porém, é o valor genético que influencia a proéxima geracdo; sendo assim, a
herdabilidade mede o quanto da variagdo fenotipica é atribuida a variagédo
genotipica (Falconer; Mackay, 1996).

Macedo (2012), trabalhando com o mamoeiro, realizou um cruzamento
entre os genitores Sekati e JS-12; apds a obtengcdo do hibrido, foram avaliados
diversos parametros gquantitativos, dentre os quais, Firmeza Externa da Polpa

(FIRMex) e Firmeza Interna da Polpa (FIRMin). Os resultados obtidos em relagao



12

a herdabilidade, para as caracteristicas de FIRMex e FIRMin, corresponderam a
79,67 e 84,58, respectivamente. As estimativas de herdabilidade para ambas as
caracteristicas morfolégicas e de qualidade dos frutos foram de média a alta
magnitude para o cruzamento entre 0s genitores Sekati e JS-12. Estas
caracteristicas sdo de grande importancia nas avaliagbes, em razdo de estas
estarem diretamente relacionadas ao interesse do consumidor, além de serem
atributos de grande relevancia também para os pesquisadores, que almejam
acréscimos nas meédias dos frutos de hibridos e variedades de importancia
comercial.

Por tais caracteristicas estarem sob controle multigénico (Soglio et al.,
2009), a capacidade de detectar polimorfismos no nivel do DNA em populacées
de mapeamento possibilitou a identificacdo de varios locos de caracteristicas
quantitativas (QTL), que estdo associados a firmeza dos frutos em diversas
culturas (King et al., 2000; King et al., 2001; Liebhard et al., 2003; Kenis et al.,
2008; McKay, 2010; Longhi et al., 2012).

Em adicdo a firmeza inicial, a quantidade de firmeza mantida apds
armazenamento é crucial para a escolha de variedades. A boa capacidade que a
fruta tem de suportar o armazenamento, além de permitir que o consumidor tenha
mais tempo para adquiri-la e consumi-la, também mostra uma forte associacdo
com o nivel de resisténcia a doencas fungicas (Blazek et al., 2007; Jbnsson;
Nybom, 2007).

2.5. Marcadores moleculares em mamoeiro

Atualmente, com a evolucdo da genética molecular, os marcadores
moleculares tém permitido a identificacdo direta dos gendtipos em termos de
DNA, superando grande parte das limitacdes das andlises fenotipicas (Alzate-
Marin et al., 2005). Assim, os marcadores moleculares tém ganhado espago nos
programas de melhoramento genético de mamoeiro, e 0 seu uso pode auxiliar nos
meétodos classicos de melhoramento genético em diversos aspectos.

Dentre as principais aplicagbes, as técnicas moleculares tém sido
utiizadas em mamoeiro para a introgressdo génica em programas de
retrocruzamento monitorado por marcadores (Silva et al., 2008; Ramos, 2010),

selecéo assistida por marcadores (Oliveira et al., 2010a), analise de divergéncia
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genética (Cattaneo, 2001; Damasceno Junior et al., 2015), mapeamento genético
(Sondur et al., 1996; Ma et al., 2004; Chen et al., 2007; Blas et al., 2012), DNA
fingerprinting para a caracterizacdo de cultivares (Vitéria et al., 2004),
melhoramento genético visando a resisténcia a doencas (Vivas et al., 2013),
desenvolvimento de novas linhagens de mamoeiro (Oliveira et al., 2012),
sexagem (Urasaki et al., 2002), dentre outros. A equipe de melhoramento do
mamoeiro vem desenvolvendo, na UENF, varios estudos ao longo dos anos,
associando o melhoramento classico com marcadores moleculares
microssatélites (SSR) para o desenvolvimento, avaliagdo e conducdo de
populacdes segregantes com 0 objetivo principal de identificacdo e selecdo de
genaotipos agronomicamente superiores (Pereira et al., 2015).

Um dos primeiros trabalhos em mamoeiro com marcadores
microssatélites foi realizado por Parasnis et al. (1999), os quais empregaram
sondas de microssatélites e minissatélites altamente informativas para identificar
diferencas sexo-especifica em C. papaya. Segundo eles, somente a sonda de
microssatélite (GATA)4 demonstrou diferencas sexo-especifica em todas as
cultivares analisadas, identificando o sexo masculino. O diagnéstico potencial
desses marcadores microssatélites foi explorado para determinagédo do sexo de
plantas de mamoeiro ainda no estagio inicial de desenvolvimento (plantulas).

Santos et al. (2003), com o objetivo de observar a frequéncia dos sexos
nas progénies de plantas hermafroditas autopolinizadas, obtiveram 32 locos de
microssatélites com o uso de bibliotecas genémicas enriquecidas. Contudo, esses
microssatélites ndo apresentaram polimorfismos nos acessos de mamoeiros
analisados. Baseados nesta mesma metodologia, Pérez et al. (2006), com a
finalidade de confirmar a divergéncia genética entre os géneros Vasconcellea e
Carica, desenvolveram 45 microssatélites, dos quais 24 se mostraram
polimdrficos em acessos de C. papaya.

Uma vez que trabalhar com microssatélites se torna um processo
demorado e de trabalho intensivo, a identificacdo de novos marcadores SSRs
tornou-se cada vez mais possivel, com a melhoria das técnicas em biologia
molecular. Durante a ultima década, SSRs derivados de etiquetas de sequéncias
expressas (SSR-EST) surgiram como uma alternativa que apresenta vantagens
sobre os meétodos tradicionais, pois implica a utilizacdo de sequéncias EST

depositadas em bancos de dados, minimizando, portanto, os custos de geracéo
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de dados (Kantety et al., 2002; Vidal et al., 2014). A utilizagdo desses marcadores
moleculares fornece informacfes diretas a respeito da variabilidade genética,
permitindo o entendimento genético da espécie. Isso possibilita, por exemplo,
indicar genitores para a producao de hibridos especificos a serem utilizados em
futuros programas de melhoramento genético visando ao aumento da divergéncia

genética nas proximas geracoes (Caixeta et al., 2003).

2.6. Desenvolvimento de marcadores SSR-ESTs

As pesquisas em biotecnologia tém gerado um grande impacto sobre a
agricultura e a indastria alimenticia em todo o mundo. A identificacdo dos genes
tornou-se um dos requisitos primordiais para o uso das novas ferramentas
biotecnolégicas. As tecnologias gendmicas sdo utilizadas para a andlise, em larga
escala, da estrutura e da fungéo dos genes, proporcionado uma enorme producao
de informacfes, além da geracdo de bancos de dados de sequéncias de DNA,
possibilitando a identificacdo dos fatores genéticos determinantes e ou
associados com caracteristicas de interesse agronémico (Sterky; Lundeberg,
2000).

O sequenciamento de um genoma total € uma tarefa dificil e de custo
elevado, devido a complexidade e ao tamanho. Por isso, varios projetos de
sequenciamento de plantas vém optando pelo método de Etiquetas de
Sequéncias Expressas ou EST, no qual apenas 0s genes expressos pelo
organismo sdo sequenciados. O banco de dados obtido pelos pesquisadores € o
resultado do sequenciamento de varias bibliotecas de cDNA, ou seja, sequéncias
de DNA correspondentes aos genes expressos nos varios tecidos da planta
(folhas, raizes, frutos, flores e ramos - sadios e submetidos a estresses bi6ticos e
abiéticos como pragas, doencas, frio, calor, seca) e em diversos estagios de
desenvolvimento (Rudd, 2003).

Uma estratégia alternativa para a identificagdo de locos SSR utiliza a
informacao disponivel em Bancos de Sequéncias de DNA. Os SSRs podem ser
identificados nestes bancos de dados mediante algoritmos especificos,
encurtando tempo e custos requeridos para seu desenvolvimento. Com o

aumento da disponibilidade de sequéncias de genes expressos de diversas
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espécies vegetais, uma estratégia tem sido a busca por SSR in silico, com
resultados de projetos de sequenciamento em larga escala (Pinto, 2006).

Segundo Rudd (2003), por meio do uso de aplicativos computacionais,
sequéncias correspondentes tanto a EST quanto a clones de cDNA podem ser
identificadas e copiadas dos bancos de dados para analise e caracterizagdo de
SSRs. A estratégia basica de obtencdo de EST constitui um método rapido e
eficiente de amostragem do genoma para sequéncias ativas de genes. O EST
representa uma sequéncia total ou parcial de um gene que foi expresso em um
tecido, em um momento determinado (Sterky; Lundeberg, 2000).

O desenvolvimento destes marcadores € relativamente facil e barato, por
serem bioprodutos das sequéncias de genes disponiveis publicamente nos
bancos de dados. Neste contexto, a utilizacdo de SSRs baseados em genes
expressos tem sido relatada para muitas espécies incluindo uvas (Scott et al.,
2000), cana-de-acgucar (Cordeiro et al., 2001), trigo duro (Eujayl et al., 2001),
centeio (Hackauf; Wehling, 2002), mamao (Vidal et al., 2014), dentre outros.

Diversos estudos ja utilizam a estratégia de busca de SSR em bancos de
ESTs, como descrito por Cato et al. (2001). Os autores descrevem algumas
vantagens da utilizacdo destas sequéncias expressas com marcadores genéticos.
Primeiro, se um marcador EST estiver geneticamente associado a uma
caracteristica de interesse, € provavel que ele afete diretamente a caracteristica.
Segundo, os ESTs que apresentam homologia com genes candidatos podem ser
utilizados de forma especifica para mapeamento genético.

Mulato et al. (2010) investigaram a variacdo genética de 79 acessos de
soja (Glycine max) de diferentes regides, para agrupar 0s acessos com base na
sua similaridade e testar a correlacdo entre os dois tipos de marcadores
utilizados. Para tal, foram utilizados 30 marcadores, sendo 20 SSRs e 10 SSR-
ESTs, com base na sua distribuicdo nos 20 grupos de ligacdo genética da soja.
Todos os locos analisados foram polimérficos e foram encontrados 259 alelos. O
namero de alelos por loco variou de 2-21, com uma média de 8,63. A diversidade
genética observada foi elevada e permitiu a formacdo de cinco grupos e varios
subgrupos, apresentando um nivel moderado entre divergéncia genética e origem
geografica dos acessos. A utilizacdo de marcadores microssatélites genémicos e
funcionais permitiram uma cobertura mais completa da variacdo genética

existente em soja.
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Missio et al. (2011) pesquisaram a diversidade genética entre diferentes
gendtipos de cafeeiro do programa de melhoramento genético da UFV/EPAMIG,
por meio de marcadores SSR-ESTs. Foram avaliados 17 pares de primers SSR
desenhados a partir das sequéncias EST do Projeto Brasileiro do Genoma Café.
A diversidade genética foi avaliada mediante andlise de agrupamento UPGMA,
gerado pela matriz de distancia e similaridade genética de Jaccard. Os genoétipos
também foram agrupados, para avaliar a distancia e a diversidade entre e dentro
das populacdes. Os 17 pares de primers SSR-ESTs apresentaram 100% de
polimorfismo entre todos os genotipos avaliados, com um numero médio de alelos
por loco de 5,1. Os marcadores SSR-ESTs apresentaram um elevado grau de
polimorfismo entre os gendtipos, tornando-os eficientes para o estudo da
diversidade genética do cafeeiro. A utilizacdo desta classe de marcadores
possibilitou distinguir os diferentes genoétipos estudados, inclusive dentro das
populacdes de Coffea arabica, a qual possui baixa variabilidade genética.

A equipe de melhoramento do mamoeiro, na UENF, direcionou esforcos
para o desenvolvimento de um banco de dados (Atlas) de marcadores
microssatélites, baseado em sequéncias expressas (SSR-ESTs), potencialmente
relacionados com a maturacao do fruto. O trabalho desenvolvido em parceria com
a equipe de bioinformatica da UENF permitiu a identificacdo de 160.318 SSRs
com uma densidade de 656 SSR/Mb, utilizando a versdo mais recente do genoma
do maméo (Vidal et.al, 2014).

Para alcancar o objetivo de encontrar genes potencialmente relacionados
a maturacdo do fruto — uma caracteristica de alto interesse agrondmico para a
cultura do mamoeiro —, foram utilizados dados de genes ortélogos encontrados
em tomate. O tomate € o fruto carnoso e climatérico mais préximo do mamao com
dados disponiveis sobre a sua expressdo genética (Sato et al., 2012). Foram
encontrados 175 genes ortélogos de parede celular e 319 genes de transcri¢cdo
relacionados ao etileno (Tabela S7, Tabela S8; Vidal et al., 2014). O Atlas
desenvolvido pela equipe da UENF inclui SSRs com pares de iniciadores para
113 genes relacionados a parede celular e 187 genes relacionados ao etileno.
Estes dois grupos compreendem muito bem o processo de amaciamento da polpa
e estdo envolvidos no controle da pigmentacdo do fruto (Li et al., 2013). Ao

integrar essas informacfes no Atlas, hd um fornecimento de uma lista de
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marcadores para o estudo da variabilidade genética e funcional em processos de
amadurecimento do fruto.

De acordo com Pereira et al. (2015), foram detectados 160.318 SSRs nao
redundantes. Depois de integrar os SSRs com as coordenadas dos genes,
descobriu-se que 36% dos genes de mamao (9.992/27.769) tém pelo menos 1
SSR. Um total de 21.231 SSRs foram identificados em regides génicas, enquanto
139.087 foram identificados em regides intergénicas. Como esperado, a maioria
dos SSRs sao intergénico (86,8%), seguidos por intrénicos (9,9%) e exdnicos
(3,3%); apenas 73 (0,04%) dos SSRs foram encontrados em regides limitrofes

exon-intron.

2.7. Mapeamento genético

Um mapa de ligacado de uma determinada espécie pode ser definido como
um arranjo linear de um grupo de genes ou marcadores adjacentes. Constitui-se
no ordenamento e no estabelecimento da distancia entre marcadores genéticos.
Dois locos marcadores sao considerados ligados sempre que possuam menos de
50% de recombinacéo entre os marcadores consecutivos (Schuster; Cruz, 2004).

A construcdo de mapas genéticos detalhados com alto nivel de cobertura
do genoma possui inumeras finalidades para o melhoramento de plantas
(Tanksley, 1993), como i) cobertura e andlise do genoma; ii) viabilizacdo do
mapeamento comparativo entre as diferentes espécies, a fim de avaliar a
semelhanca entre os genes, ordens e funcdo na expressdo de um fendtipo; iii)
predicdo de descendéncias de cruzamentos controlados; iv) decomposicdo de
caracteres complexos em seus componentes mendelianos; e v) identificacdo de
marcas relacionadas a regides-chave do genoma para a expressdo de
caracteristicas quantitativas (QTL) (Semagn et al., 2006).

Segundo Lorieux et al. (2000), um mapa de ligacdo deve seguir critérios
técnicos e metodoldgicos, tais como simplicidade, robustez, transferéncia e
relacdo custo-eficacia. A metodologia de construgdo de um mapa genético integra
uma série de procedimentos que incluem: a escolha de genitores contrastantes; o
desenvolvimento de uma populagdo segregante apropriada ao mapeamento
(Populagao F2, Retrocruzamento, entre outras); a escolha do tipo de marcador

para genotipar a populacao; a verificagdo do padrédo mendeliano de segregacao
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de cada loco marcador; a andlise da ligagdo entre todos os pares de marcadores
para a formacgédo dos grupos de ligacdo; e a estimagao da ordem e da distancia
dos locos marcadores adjacentes ou marcadores flanqueadores dentro dos
grupos de ligacao (Liu, 1998; Carneiro; Vieira, 2002; Wu et al., 2007; Toledo et al.,
2008).

O desenvolvimento de mapas genéticos é de grande utilidade no auxilio a
programas de melhoramento de plantas, possibilitando o mapeamento de locos
gue controlam caracteristicas quantitativas, poligénicas ou de heranca complexa,
denominados QTLs (Quantitative Trait Loci) (Tanksley, 1993). QTLs séo regides
do genoma responsaveis pela variagdo de um carater quantitativo, e seu estudo
permite a identificacdo e 0 mapeamento de caracteristicas agronémicas de maior
interesse dos melhoristas (Toledo et al., 2008). O mapeamento de QTLs pode
levar a um melhor entendimento da interacdo entre gendtipo e fenétipo. Segundo
Bernardo (2008), o mapeamento de QTLs tem como objetivo aumentar o
conhecimento da heranca genética dos caracteres e identificar marcadores
moleculares que podem ser utilizados na selecdo assistida para caracteristicas
fenotipicas relevantes, tais como producao e resisténcia a doencas.

Sondur et al. (1996), usando marcadores Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD) em uma populagdo F2 de mamoeiro proveniente do cruzamento
entre as linhagens havaianas UH 356 x Sunrise, construiram um mapa de ligacao
genética com 11 grupos de ligacdo, compreendendo 999.3 cM do genoma do
mamoeiro, de um total estimado em 1350 cM. O screening de 596 primers
possibilitou a identificacdo de 96 primers polimérficos. Aproximadamente 80% dos
marcadores segregaram de acordo com as leis basicas de Mendel. De acordo
com os autores, os resultados demonstraram a utilidade dos marcadores RAPD
para o desenvolvimento de um mapa de ligacdo genética em papaya. Esse
estudo também possibilitou 0 mapeamento do loco ligado ao sexo do mamoeiro
(SEX 1).

Ma et al. (2004) construiram um mapa genético de alta densidade para o
mamoeiro (C. papaya L.), utiizando 54 plantas da geracdo F: derivadas das
cultivares Kapoho e SunUp, empregando 1501 marcadores, incluindo: 1498
marcadores Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), marcadores de
proteina de revestimento, marcadores ligados ao sexo e a cor da polpa da fruta.

Estes marcadores foram mapeados em 12 grupos de ligacdo, com uma
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pontuacédo LOD de 5,0 e frequéncia de recombinacéo de 0,25. Os 12 principais
grupos de ligagdo abrangiam um comprimento total de 3294,2 cM, com uma
distancia média de 2,2 cM entre marcadores adjacentes. Este mapa revelou uma
supressao severa da recombinacdo em torno do loco para determinacdo sexual
com um total de 225 marcadores co-segregantes para o sexo. As bases de
citosina foram altamente metiladas nesta regido com base na distribuicdo de
marcadores sensiveis e ndo sensiveis a metilacdo. Este mapa genético de alta
densidade é essencial para a clonagem de genes especificos de interesse, tais
como o gene de determinacdo do sexo, e para a integracdo de mapas genéticos e
fisicos do mamoeiro.

Chen et al., (2007) construiram um mapa genético de alta densidade para
o mamoeiro (C. papaya L.), usando marcadores microssatélites derivados de
sequéncias finais BAC e de sequéncias shotgun de todo o genoma, para mapear
uma progénie composta por 54 plantas de uma populacdo F» derivada das
variedades AU9 x SunUp. Foram utilizados 707 marcadores, incluindo 706 locos
microssatélites e o marcador morfoldgico para a cor da fruta, sendo mapeados em
nove maiores e trés menores grupos de ligacdo. O mapa resultante teve um
comprimento total de 1069.9 cM, com uma distancia média de 1,5 cM entre
marcadores adjacentes. Os nove principais grupos de ligacdo (GLs) deste mapa
representam 0s nove cromossomos haploides do mamoeiro, sendo o GL1
correspondente ao maior cromossomo, ligado a determinacdo do sexo. Este
mapa validou a supressao da recombinacdo na regido especifica masculina do
cromossomo Y (MSY) mapeado no GL1 e em potenciais regides centroméricas de
outros GLs e estd sendo usado para integrar mapas genéticos e fisicos e para
atribuir sequéncias do genoma para cromossomos de mamao.

Nesse sentido, devido a importancia dos estudos de caracteres
quantitativos para o melhoramento do mamoeiro e considerando 0 inexpressivo
namero de trabalhos que visam a identificacdo de regibes cromossdmicas que
controlam tais caracteristicas, a equipe de melhoramento do mamoeiro da UENF
tem desenvolvido um mapa genético com alto grau de saturacédo, utilizando-se,
para tanto, marcadores Singles Nucleotides Polymorphisms (SNPs)
desenvolvidos a partir de bibliotecas RAD-sequencing para posterior identificacdo
de QTLs associados as principais caracteristicas avaliadas em programas de

melhoramento do mamoeiro (Pereira et al., 2015).
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Um conjunto de 1.370 SNPs foram submetidos a andlise de
cosegregacdo para construcdo do mapa genético de ligacdo utilizando o
programa JoinMap. Um total de 1.235 marcadores SNPs foram agrupados em 10
grupos de ligacdo (GL), estando o cromossomo 1 dividido em dois subgrupos
pequenos (GL9 e GL10). O numero de marcadores por GL variou de 39 (GL10) a
223 (GL5), e o comprimento dos GLs, de 164,6 (GL10) a 573,5 (GL2). O mapa
construido apresentou um tamanho total de 3.442,3 cM e uma densidade de
marcadores de 1 SNP a cada 2,8 cM. Apesar de preliminar, a expectativa € que,
com a adicdo de um novo conjunto de marcadores SNPs ao mapa genético,
consiga-se unir os dois subgrupos do cromossomo 1 e, assim, construir um mapa
genético com alto grau de saturacdo, com o nimero de grupos de ligacéo igual ao

namero de cromossomos da espécie (Pereira et al., 2015).

2.8. Selecdao assistida por marcadores

A Selecéo Assistida por Marcadores (SAM), basicamente, € um método
em que um fendtipo € selecionado mediante o gendtipo pela utilizagdo dos
marcadores moleculares (Collard et al., 2005). Varios programas de
melhoramento tém utilizado as técnicas moleculares visando a SAM (Benchimol
et al., 2005; Alzate-Marin et al., 2005). Tal selecdo tem sido utilizada como uma
ferramenta para a perfeita associacdo entre o melhoramento convencional e as
modernas técnicas de biologia molecular disponiveis (Fronza, 2003), além de ser
bastante utilizada em varias culturas. Federizzi (1998) enfatiza que esta é
possivelmente a area que possui maior impacto dentro dos programas de
melhoramento, pela sua utilizacdo na identificacdo de genoétipos superiores em
populacdes segregantes. As principais implicagbes deste avanco no
conhecimento se refletem no poder, na precisdo e na rapidez na manipulacdo da
variabilidade genética (Faleiro, 2007).

No entanto, os marcadores identificados em estudos preliminares de
mapeamento geneético sdo raramente adequados para a SAM. Marcadores que
nao sao adequadamente testados antes da sua utilizacdo em programas de SAM
podem nao ser confiaveis para prever o fenétipo e, portanto, indteis. Geralmente,
as etapas necessérias para o desenvolvimento de marcadores na utilizagdo da

SAM incluem o mapeamento de alta resolucdo, a identificacdo de marcadores
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associados a caracteristica de interesse, a validacdo dos marcadores e,
possivelmente, a conversao do marcador (Collard et al., 2005).

Para que seja possivel o uso da SAM no processo de melhoramento
geneético, é necessario que, primeiramente, o gene/QTL responsavel pelo controle
do fendtipo de interesse tenha sido identificado ou mapeado e que existam
marcadores que permitam observar a presenca dos alelos de interesse em um
dado individuo (Caixeta; Borém, 2009). Outros aspectos também devem ser
levados em conta, como a natureza genética da caracteristica (quantitativa ou
qualitativa), o modo de acao génica, o efeito do gene na expressao do fendtipo, a
complexidade da avaliacdo fenotipica e a eficiéncia do marcador para discriminar
a caracteristica (Morris et al., 2003). A SAM tem sido recomendada em casos nos
quais a determinacdo do fendtipo é complexa, ou possui custos elevados, e em
situacdes em que € necessaria a destruicdo das plantas.

De acordo com Collard e Mackill (2008), dois passos devem ser tomados
antes da utilizacdo de determinados QTLs em programas de sele¢édo assistida: a
confirmacédo e a validacdo do QTL. A confirmacdo do QTL € necessaria, pois a
posicdo deste e os seus efeitos podem ser imprecisos devido a fatores como
problemas de amostragem. A etapa de validacdo corresponde basicamente a
verificacdo do efeito de determinado QTL em populacdes diferentes daquela
utilizada para a sua identificacdo, para, desse modo, determinar a sua utilidade
em programas de selegao assistida.

Uma alternativa para caracteres de baixa herdabilidade é realizar uma
analise de associacao entre caracteristica-marcador, utilizando a selecao indireta,
gue podera ser intensamente explorada desde que o0s genes de interesse estejam
fortemente ligados aos marcadores moleculares. A selecao indireta possibilita a
escolha de alelos com efeitos positivos provenientes dos dois ou mais
progenitores envolvidos na geracéo da populacéo segregante (Lande; Thompson,
1990).

O procedimento conhecido como Bulked Segregant Analysis (BSA —
Andlise de Conjunto de Amostras) (Michelmore et al., 1991), em conjunto com a
PCR (, é uma alternativa eficiente de mapear genes especificos e selecionar
indiretamente gendtipos desejados. O método envolve a comparacdo de dois
pools de amostras de DNA dos individuos de uma populagdo segregante

originaria de um unico cruzamento. Dentro de cada pool ou bulk, os individuos
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sao identificados para caracteristicas ou genes de interesse, mas sao arbitrarios
para todos os outros genes. Dois pools contrastantes para uma caracteristica sdo
analisados, a fim de identificar marcadores que possam distingui-los. Marcadores
que forem polimorficos entre os pools serdo geneticamente ligados ao loco, que
determina a caracteristica considerada para construir os bulks (Ferreira;
Grattapaglia, 1998).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), o BSA permite estimar o valor da
frequéncia de recombinacdo entre o marcador e o loco genético que controla o
carater. Basicamente, esta técnica utiliza uma selecdo gendmica prévia, para
reduzir drasticamente o esforco necessario para a identificacdo de ligacao génica,
e focaliza a analise diretamente na regido do genoma associada ao carater de
interesse.

As vantagens da Selecdo Assistida por Marcadores moleculares (SAM)
foram analisadas por Lee (1995). Ele considerou que devem ser avaliados o custo
e o0 tempo para o desenvolvimento de cultivares e para a selecdo dos caracteres
de interesse. O autor ressaltou que o uso dos marcadores moleculares sera
vantajoso quando o loco de resisténcia e o marcador estiverem fortemente ligados
e ainda quando forem usadas as primeiras geracdes de segregacdo para evitar a
erosado da ligacao entre o loco e a marca. O sucesso da SAM depende do grau de
associacdo entre o marcador e a caracteristica de interesse: quanto maior for
essa associacao, menor a chance de ocorrer recombinacéo entre o marcador e o
gene que controla a caracteristica, sendo maior a eficiéncia da selecdo (Alzate-
Marin et al., 2005).

A utilizacdo da SAM em relacdo aos caracteres quantitativos é eficiente
qguando a herdabilidade do carater € baixa e quando os marcadores explicam alta
propor¢cdo da variancia aditiva dos caracteres (Lande; Thompson, 1990). Em
relagdo a caracteristica de firmeza do fruto em mamoeiro, este é um caréater que,
geralmente, dependendo da populacdo avaliada, apresenta baixa herdabilidade e
€ controlado por grande numero de genes de pequeno efeito, tornando-se
importante a identificacdo de um grupo de marcadores que expliqgue uma maior
proporcdo da variacao fenotipica, sendo necessario utilizar grande numero de
marcadores ligados a QTLs dispersos no genoma (Lande; Thompson, 1990;
Bernardo, 2002; Xu; Crouch, 2008).
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Segundo Collard et al. (2005), o aumento dos estudos utilizando a SAM
incentivam 0s pesquisadores a desenvolverem marcadores moleculares mais
confiaveis. No entanto, Young (1999) enfatizou que, para o desenvolvimento de
marcadores mais confiaveis, os cientistas devem trabalhar com tamanhos
populacionais maiores, dados fenotipicos mais precisos, diferentes origens
genéticas, dentre outros. O mesmo autor acredita que varios outros fatores
afetardo significativamente a eficiéncia da SAM no futuro, tais como: novas
melhorias na tecnologia de marcadores, integracdo da gendmica funcional com

mapeamento de QTLS, e disponibilidade de mais mapas de alta densidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

O material vegetal analisado foi obtido por meio do cruzamento dos
genitores Sekati e JS-12, provenientes do grupo Formosa, procedentes do banco
de germoplasma UENF/Caliman, na empresa Caliman Agricola S/A, localizada
em 19°15°S e 39°51°70” W, na cidade de Linhares — ES. Deste cruzamento,
obteve-se o individuo F1, que, autofecundado, originou a populacdo F2, utilizada
para tal estudo. A geracdo F2 foi utilizada como a populacdo de mapeamento
constituida por 186 individuos, para a subsequente estimativa dos QTLSs.

A linhagem Sekati apresenta seus frutos com uma boa firmeza e um baixo
teor de solidos soltveis (°Brix) (Yamanishi et al., 2006). E também conhecida
como Hong Kong Papaya, sendo a principal do grupo Formosa cultivado na
Malasia.

O genitor JS-12 apresenta firmeza moderada dos frutos e um alto teor de
sélidos soluveis (°Brix) (Cardoso et al., 2015). Segundo Vivas et al. (2014), além
do Sekati, 0 JS-12 é também considerado um gendétipo com potencial para a
obtencéo de cultivares com maiores niveis de resisténcia a mancha-de-phoma.

Vale ressaltar que algumas etapas importantes ja haviam sido realizadas
pela equipe de melhoramento da UENF, permitindo por em pratica 0os passos

previstos no presente trabalho (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma apresentando as etapas de avaliacdo referentes ao projeto de
mapeamento genético do mamoeiro e identificacdo de QTL, destacando as etapas
realizadas previamente e as etapas executadas no presente trabalho.

3.2. Extracdo de DNA

A extracdo, quantificacdo do DNA gendmico, bem como a genotipagem
dos individuos foram realizadas no Setor de Marcadores de DNA no Laboratério
de Melhoramento Genético Vegetal do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(LMGV/CCTA/UENF), em Campos dos Goytacazes — RJ. O DNA foi extraido do
material vegetal utilizando o Kit DNeasy Plant Mini da Qiagen, seguindo a
metodologia descrita pelo seu fabricante. ApGs a extracdo, o DNA foi submetido a
quantificacdo no aparelho espectrofotbmetro NanoDrop® 2000c (Thermo
Scientific®) para mensurar a concentragcdo de DNA gendmico, com leitura das
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absorbancias no comprimento de onda de 260 nm. Posteriormente, as amostras
do screening dos pais, dos bulks e da populacdo F2 foram padronizadas na

concentracao de 5 ng/pl e mantidas no freezer a -20 °C.

3.3. Selecao de locos SSR-ESTs

Foram selecionados 54 primers SSR-ESTs distribuidos em todos os nove
cromossomos da espécie, potencialmente relacionados as func¢des de Sintese de
Etileno (SE) e Componentes da Parede Celular (CPC), com base no trabalho de
Vidal et al. (2014), buscando manter uma distancia genética minima de 30 cM ao
longo de cada cromossomo, evitando-se a selecdo de primers localizados na
extremidade de cada braco. O critério de selecado dos primers consistiu em: 1° -
selecionar os primers entre os diferentes grupos de ligacdo; 2° - escolher os
primers que divergiam entre 0s supercontigs; e 3° - eleger os primers com
diferentes descricbes e fungdes bioldgicas entre os nove grupos de ligacdo do
mamoeiro (Tabela 1).

ApoOs a sintese, os primers foram suspensos em agua ultrapura de acordo
com as indicagOes do fabricante. Posteriormente, os tubos foram identificados e
em seguida, misturados em um Unico tubo as sequéncias Forward e Reverse de

cada primer.



Tabela 1. Caracterizacao dos 54 primers SSR-ESTSs relacionados com a Sintese de Etileno (SE) e Componentes da Parede Celular (CPC), com
0s respectivos Grupos de Ligacdo (GL), funcdes e localizacdo génica.

NUumero Identificacdo do

d : . a GL Localizacao Funcéo Descricdo do gene

o primer primer

1 Cpa_SRR_014764 GL1 INTRON CPC Sintase de Celulose

2 Cpa_SRR_011106 GL1 EXON CPC Beta-galactosidase

3 Cpa_SRR_004376 GL1 INTRON SE Fator de transcricdo MADS-box

4 Cpa_SRR_018233 GL1 INTRON SE Proteina do tipo Homeobox-leucina zipper

5 Cpa_SRR_006236 GL1 EXON SE Fator de transcricéo (Fragmento)

6 Cpa_SRR_007690 GL1 EXON SE Fator de transcricdo em resposta ao etileno

7 Cpa_SRR_017515 GL2 INTRON CPC Endoglucanase

8 Cpa_SRR_012406 GL2 EXON CPC Expansina

9 Cpa_SRR_003647 GL2 EXON SE Proteina em resposta a auxina

10 Cpa_SRR_015669 GL2 INTRON SE Proteina do tipo Homeobox-leucina ziper

11 Cpa_SRR_004443 GL2 EXON SE Resposta fototropica

12 Cpa_SRR_006894 GL2 iINTRON SE 1—aminocyclopropane—1—carboxy|ate synthase -
Aminotransferase, classes | e I

13 Cpa_SRR_008019 GL3 INTRON CPC Beta-galactosidase

14 Cpa_SRR_008397 GL3 EXON CPC Proteina da familia das Pectinesterases

15 Cpa_SRR_014173 GL3 EXON SE Fator de transcricdo MADS-box

16 Cpa_SRR_007958 GL3 EXON SE Sintase de Antocianidina

17 Cpa_SRR_008528 GL3 INTRON SE Fator de transcricdo MADS-box

18 Cpa_SRR_013274 GL3 INTRON SE Giberelina 3-beta-hydroxylase

19 Cpa_SRR_011577 GL4 INTRON CPC Poligalacturonase

20 Cpa_SRR_013449 GL4 EXON CPC Proteina tipo pectate lyase

21 Cpa_SRR_014064 GL4 INTRON SE Fator de transcri¢cdo nuclear

22 Cpa_SRR_003539 GL4 INTRON SE Sintase de Antocianidina

23 Cpa_SRR_001783 GL4 EXON SE Fator de transcri¢éo do tipo WRKY

24 Cpa_SRR_013432 GL4 EXON SE Fator de transcricdo de alongamento

25 Cpa_SRR_016537 GL5 EXON CPC Endo-1 4-beta-glucanase

26 Cpa_SRR_005019 GL5 INTRON CPC Beta-galactosidase

LC



Tabela 1 — Cont.

l(;lume_ro |d<_ant|f|;:a(;ao do GL Localizacao Funcéo Descrigdo do gene

o primer primer

27 Cpa_SRR_003381 GL5 INTRON SE Proteina em resposta a auxina

28 Cpa_SRR_005088 GL5 INTRON SE Proteina rica em cisteina e glicina

29 Cpa_SRR_017850 GL5 EXON SE Pseudoregulador de resposta

30 Cpa_SRR_003150 GL5 EXON SE Fator de transcricao da familia GRAS

31 Cpa_SRR_015851 GL6 INTRON CPC Endoglucanase

32 Cpa_SRR_009172 GL6 EXON CPC Pectinesterase

33 Cpa_SRR_015939 GL6 INTRON SE Histidina quinase

34 Cpa_SRR_008665 GL6 EXON SE Fator de transcricdo em resposta ao etileno
35 Cpa_SRR_009912 GL6 EXON SE Proteina da familia indicadora de zinco

36 Cpa_SRR_010514 GL6 INTRON SE Proteina em resposta a auxina

37 Cpa_SRR_018504 GL7 EXON CPC Xyloglucan endotransglucosylase_hydrolase
38 Cpa_SRR_006695 GL7 INTRON CPC Sintase de celulose

39 Cpa_SRR_005968 GL7 INTRON SE Giberelina 3-beta-hydroxylase (Fragmento)
40 Cpa_SRR_018898 GL7 INTRON SE 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
41 Cpa_SRR_006565 GL7 EXON SE Proteina do fator de transcricao do dominio NAC
42 Cpa_SRR_012018 GL7 EXON SE Proteina do tipo GAI

43 Cpa_SRR_014538 GLS8 INTRON CPC Expansina

44 Cpa_SRR_001162 GL8 EXON CPC Pectinesterase

45 Cpa_SRR_014366 GLS8 EXON SE Fator de transcricdo GRAS

46 Cpa_SRR_004871 GLS8 INTRON SE Proteina do tipo Homeobox-leucina zipper
47 Cpa_SRR_001072 GLS8 INTRON SE Fator de transcricdo MADS box

48 Cpa_SRR_001548 GLS8 EXON SE Fator de transcricdo da familia TCP

49 Cpa_SRR_000742 GL9 EXON CPC Expansina

50 Cpa_SRR_008989 GL9 INTRON CPC Glicosil transferase

51 Cpa_SRR_000224 GL9 INTRON SE Fator intensificador especifico de miécitos
52 Cpa_SRR_000700 GL9 EXON SE Fator de transcricdo GRAS

53 Cpa_SRR_000818 GL9 INTRON SE Proteina do tipo acetiltransferase

54 Cpa SRR 010019 GL9 EXON SE Fator em resposta a auxina

aVidal et al., (2014) — Tabelas S7 e S8.

8¢
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3.4. Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Apoés determinar a concentracdo de trabalho, bem como a temperatura de
anelamento de cada primer, as reacdes foram montadas seguindo 0s mixes
apresentado na Tabela 2. O programa utilizado para a reagdo de PCR consistiu em
um ciclo de quatro minutos a 94°C para a desnaturacgao inicial do DNA, seguido de
35 ciclos de um minuto a 94°C para desnaturacdo, um minuto a Y°C para o
anelamento dos primers e trés minutos a 72°C para a extensdo dos primers e,
posteriormente, um ciclo de sete minutos a 72°C para a extensédo final. As
amplificacBes foram feitas em um termociclador Applied Biosystems/Veriti 96 well,
onde: Y= Temperatura de anelamento especifica para cada primer.

As reacOes de PCR foram realizadas para cada primer no screnning dos

pais, dos bulks e na analise da populacéo F2, de acordo com a Tabela 2.

3.5. Eletroforese

Primeiramente, os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose Metaphor a 4% para verificar o padrdo de amplificacdo dos
primers. Posteriormente, ajustou-se a diluicho com base nas imagens obtidas pelo
gel, tendo sido visualizados pelo sistema de fotodocumentagdo MiniBis Pro. Em
seguida, foram feitas as diluicdes do produto da amplificacdo, utilizando 5 pL de
material amplificado para 19 pL de tampdo. As amostras foram distribuidas em
placas especificas contendo 96 pocos para eletroforese capilar no aparelho
Fragment Analyser (AATI), que permite detectar com seguranca as diferencas de
pares de bases entre os alelos analisados. Utilizou-se também o marcador DNA
Ladder com uma variacdo de 35 a 450 pb durante as corridas para determinar o
tamanho dos fragmentos amplificados. O material contido nas placas foi
transportado para os capilares, onde foi submetido a corrida de 110 minutos em uma
corrente de 8,0 Kw. Ap0s esta etapa, as imagens resultantes da eletroforese capilar
foram analisadas.

O procedimento de eletroforese, tanto em gel de agarose Metaphor a 4%
guanto em sistema de eletroforese capilar, foi realizado para o screening dos pais,

dos bulks e na analise da populacédo F2.



Tabela 2. Quantidades dos componentes dos mixes de PCR utilizados na otimizacédo dos 54 primers.

Identificacdo do primer  Sequéncia FxR (5’ -> 3’) GL Ta (°C) DNA (uL) Primer (uL)
AGAGCAAAGACCCCAACATGA

Cpa_SRR_014764 TCCGAGTTCTGGTTGTGTGA GL1 60 2,0 0.5
TGGAAAGCTGGTGAACTTCCA

Cpa_SRR_011106 $§ACC§$C§§T§AC§AA§2 GL1 60 2,0 0,5

TCTGTGCTGTGAGAGA
Cpa_SRR_004376 = gACAGG (E,: Ag ASACG(?TST GGA CGA = GL1 62 2,5 1,3
TGTAGTAA TTTGTCTATGGT

Cpa_SRR_018233 iCCGAAGTiCC;-}iGCCSGgAGT((;ﬁ GL1 60 2,0 0,5

Cpa_SRR_006236 Tﬁ?g?gﬁééi%é%%ﬁ’;%i; GL1 60 2,0 0,5

Cpa_SRR_ 007690 COGCGACTETMOCOATCA gy g5 o 0s

Cpa_SRR_017515 ggg?gggfggggﬁfglié; GL2 55 2,0 0,5

Cpa_SRR_012406 Aé; GGACE:;(;%E%%%?_;LAA;%GAT GL2 60 2,0 0,5

Cpa_SRR_003647 gf:ggggfgggig??g;ﬁ GL2 60 2,0 0,5

Cpa_SRR_015669 T%ﬁ';;%?izgzi%écs ((;:(;('3 : GL2 60 2,0 0,5

Cpa_SRR_004443 ggggiigﬁgﬁﬁggg?? GL2 60 2,0 0,5

Cpa_SRR_006894 CACGT(IETTTCCTTGC?:T(;:(?AGA%%%AAA GL2 60 2,0 0,5

Cpa_SRR_008019 ngng%TT%ngggﬁgg:?SGG GL3 60 2,0 0,5

o€



Tabela 2 - Cont.

Identificacao do

orimer Sequéncia FxR (5’ -> 3’) GL Ta (°C) DNA (uL) Primer (uL)
T TTCAGGTTCCCAA
Cpa_SRR_008397 CA(CBJ((:ZigCAgCi$CA$'IC':§CCA L3 60 2.0 05
CGTGGGCGTAATATGCTTGG
Cpa_SRR_014173 e GL3 60 2,0 05
Cpa_SRR_007958 Aiigﬁgﬁ;igg%gggg;giA GL3 60 2,0 05
Cpa_SRR_008528 Ai%gcg gg :g:é:TGTCCT AA(':A(SACA GL3 60 2,0 05
coa_sh ooz7s | _SCTATGOMCTITGOCCAGHS o o s
coa_sh onts77 | ICCTCCOCAGATICTTGCA o 2o os
oo MO w0 w
e N
Cpa_SRR_003539 ACTCGGCCAACATAGGAT gfggémégfc GL4 60 25 1,3
Cpa_SRR_001783 AGT%i(csgmgiggggﬁACT GLa 60 2.0 0.5
g e R
Cpa_SRR_016537 ézzgﬁiilggﬁgggl égTA GLS5 60 2,0 05
GCCTTTGCCCAGTCCTTGT
Cpa_SRR_005019 e cacoTe e e OLS 62 2,0 05

T€



Tabela 2- Cont.

Identificacao do

orimer Sequéncia FxR (5’ -> 3’) GL Ta (°C) DNA (uL) Primer (uL)
GTTCTTCGCCGGAATCCCA
Cpa_SRR_003381 CGGCCATCCTACCACTTGT GL5 60 2,0 0,5
TGGTGCTTGCAGTAGAGGA
Cpa_SRR_005088 C(?:CCB: Aig A CiiAﬁ GT(C35 C?:i C'IC': GL5 60 2,0 0,5
ATCTTTTCCTGCATCT
Cpa_SRR_017850 Cfg CTCC-:-:T S AACAC(;TC(;:CC:: CT% C(?AG GL5 60 2,0 0,5
TTCCTCCTTCCAT A
Cpa_SRR_003150 C?C?GT'CI':'IC':T (C;:(C;: o C?gT Giig S GL5 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_015851 o GA_I'_A CSI’C,:AC,:ATAXTATGC,;ACGCGTC? ASI’CGAE:TGT GL6 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_ooe172  —ACCCTACTGTGITCATGRCA ¢ g o0 25 05
Cpa_SRR_015939 TG%?@%LAQ C?E'ITTC;AQQQFF:'ITS'?? cT GL6 60 2,0 0,5
Cpa_sRR_oogses  —ICCCTOAGCGACTCCTOM ¢ ¢ o0 20 05
Cpa_SRR_009912 ngg‘? é; A'A'\I"?I"TI'C(:ZISA(S Acfrc(:;g%i-r GL6 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_010514 T?géégii;gﬁigi;égﬁgﬁp\ GL6 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_018504 iié;i%ﬁ?g%%iié??g: GL7 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_006695 Z?g;gggggg;gi;iii?; GL7 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_005968 $ g:gé‘:gg ?A?A%ili?l%ii GL7 60 2,0 0,5

A



Tabela 2 - Cont.

Identificacao do

orimer Sequéncia FxR (5’ -> 3’) GL Ta (°C) DNA (uL) Primer (uL)
T AGAAGAGCTTGA
Cpa_SRR_018898 T(écc::%cé(é C('?'T C$ C'I('3 (C:: S AgTS GL7 60 2,0 0,5
AGCTCGACGATTGGGTGT
Cpa_SRR_006565 AGCCGGCTTIGAGGTTGA GL7 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_012018 Tgﬁéﬁgggﬁi?g;ﬁégg;géT GL7 60 2,0 0,5
cra s ovsss SCTSCCICNTTNCTT =
Cpa_SRR_001162 ﬁgg$gélgi1iigiﬁil$ GL8 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_014366 gig%iigi%%giil%ﬁ?ﬁ GL8 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_004871 ﬁ%i%%i;%%%i;ﬁ?:g ((Z:'I(': GL8 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_001072 Tg;':ggié;%%i?gggﬁégip‘ GL8 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_001548 AC$GA_(|_:_I(_: géﬁg?é;;iééf;iICT GL8 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_000742 :gﬁggg;ﬁ;;gi%gi%’agr GL9 60 2,0 0,5
Cpa_SRR_008989 2((::,2'? C:ngg_(r:f C(?I_(_:I_(?;AG(_:I_@ACAA GL9 60 2,0 0,5
cro e oouzs — AISCHICTOTICSTN g, .
AACGTGGTGGCATGCGAA
Cpa_SRR_000700 ACGAGCACATTGACAGCCA GL9 60 2,0 0,5

€e



Tabela 2 - Cont.

Identificacao do

orimer Sequéncia FxR (5’ -> 3’) GL Ta (°C) DNA (uL) Primer (uL)
CCCAGCCGATCGAGTCTTT

Cpa_SRR_000818 GCCACCTGCGCATAACARG GL9 60 2,0 0,5
GGTGGGGCAGCATGATCAA

Cpa_SRR_010019 ACATGCGGGTTCCACARG GL9 60 2,0 0,5

GL = Grupo de Ligacao; Ta = Temperatura de Anelamento.

ve
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3.6. Screening dos iniciadores SSR-ESTs nos genotipos parentais
Sekati e JS-12

Foi utilizado para as amplificaces o DNA dos genétipos parentais Sekati
e JS-12. Cada primer foi testado primeiramente com 0s genoétipos parentais, em
diferentes reagfes de amplificacdo, nos quais foram testados diferentes
concentracbes de DNA, MgCl: e primers. Todas as reacOes testes foram
completadas com agua ultrapura até o volume de 13 pyL. As amplificacées foram
feitas em termociclador Applied Biosystems/Veriti 96 well. Os primers que nao
apresentaram amplificagdo satisfatoria foram submetidos a um protocolo de
touchdown, em que a temperatura de anelamento inicial variou de 55-62°C,
conforme a Tabela 2 apresentada no topico 3.4.

Para todos os produtos de PCR, foram retirados 6pL de reacgdo, para
serem revelados em gel de agarose Metaphor a 4% imerso em tampao TAE [Tris-
Acetato 90 mM (pH 8,0) +EDTA 10 mM], corado com GelRedTM e Blue Juice
(proporcédo de 1:1), a amperagem de 350 a 400 mA e visualizado pelo sistema de
fotodocumentacdo MiniBis Pro (Bio-Imaging Systems) para analise do padréo de
bandas amplificadas. Entretanto, o gel de eletroforese € regularmente pouco
sensivel e requer longo tempo para separacdo, o que limitou a total eficiéncia
para uma analise rapida e especifica. Portanto, todos os primers que amplificaram
foram submetidos a analise em eletroforese capilar no aparelho Fragment
Analyser (AATI), para uma melhor visualizacdo das bandas. Utilizou-se também o
marcador DNA Ladder, com uma variacdo de 35 a 450 pb durante as corridas,
para determinar o tamanho dos fragmentos amplificados. Apds o screening dos
pais, foram contabilizados os primers considerados polimorficos.

3.7. Screening de SSR-ESTs via BSA (Bulk Segregant Analysis)

Apés o screening dos primers nos genétipos parentais, foi adotada a
estratégia de andlise de bulks segregantes (Bulked Segregant Analysis - BSA),
como descrito originalmente por Michelmore et al. (1991). Nesta etapa da analise,
para a realizacdo do screening das regibes SSR-ESTs, foram selecionados
somente 0s primers que obtiveram bom padrdo de amplificacdo e que foram

polimorficos no screening dos gendtipos parentais.
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Para o preparo dos bulks, foram selecionados os gendtipos da populacao
F2, utilizando os dados obtidos na fenotipagem, anteriormente mensurados pela
equipe do melhoramento do mamoeiro da UENF (Tabela 3). Foram montados
quatro bulks contrastantes, para a FF e a FP, compostos por doze genotipos
cada, sendo o 1° bulk - composto por doze gendtipos de maior firmeza de fruto; o
2° bulk — composto por doze gendtipos de menor firmeza de fruto; o 3° bulk —
composto por doze gendtipos de maior firmeza de polpa; e o 4° bulk — composto
por doze gendtipos de menor firmeza de polpa.

Cada bulk foi representado por uma aliquota de 10 yL de DNA na
concentracdo de 5 ng/uL de cada individuo selecionado para compor cada bulk.
Quantidades equimolares do DNA desses doze individuos foram utilizadas para a
preparacao de cada bulk.

Somente os primers que foram polimorficos entre os genoétipos das
amostras agrupadas (bulks) foram selecionados para genotipar os 186 individuos
da populacdo F2. Além disso, foi observada a segregacdo nos bulks para a

identificacdo das marcas com forte ligagcdo com QTLs para a FF e a FP.

3.8. Genotipagem da populacao de mapeamento (F2)

Foram analisados os genotipos dos parentais e as plantas da geracao F2
— constituida por 186 individuos e utilizada como a populacdo de mapeamento —,
aplicando os primers SSR-ESTs selecionados no screening dos bulks. As reacdes
de amplificacdo foram realizadas conforme descrito no tépico 3.4., e a
eletroforese, feita em sistema capilar conforme descrito no tépico 3.5.

ApoOs a eletroforese dos iniciadores SSR-ESTs na populacdo F2, foi
realizado um score dos fragmentos de DNA amplificados, seguido pela
codificacdo alélica (especifica para o programa JoinMap) para andlise de ligacdo

e insercdo dos locos analisados no mapa genético.
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Tabela 3. Dados fenotipicos dos gendtipos da geracéo F, que compdem os bulks para as

caracteristicas de Firmeza de Fruto (FF) e Firmeza de Polpa (FP).

Dados Fenotipicos

Genotipos

FF (N)

2 141,42
17 157,81
21 150,63
24 154,60
. 25 138,74
< 36 147,03
2 65 143,30
89 140,69

92 147,83

115 147,98

118 144,76

192 141,58

6 73,46

97 78,75

133 61,28

147 82,23

N 150 72,86
~ 165 76,07
g 171 67,08
182 74,58

200 84,02

202 77,44

204 80,87

208 73,47

Genébtipos FP (N)

2 98,66

17 102,95

21 114,01

- 24 98,69
~ 25 107,54
g 36 104,97
38 97,97

39 98,16

78 102,19

103 100,65

122 97,81

179 100,92

33 54,77

58 52,56

93 47,55

< 133 37,19
~ 147 50,21
g 148 51,76
150 33,38

171 48,72

200 54,25

202 48,69

204 51,45

208 42,82

Bulk 1 - composto por doze gendtipos de maior firmeza de fruto; Bulk 2 — composto por doze
genotipos de menor firmeza de fruto; Bulk 3 — composto por doze gendétipos de maior firmeza de

polpa; Bulk 4 — composto por doze genétipos de menor firmeza de polpa.
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3.9. Insercédo de marcas SSR-ESTs no mapa de ligagcdo do mamoeiro

O software JoinMap versédo 4.0 (Van Ooijen, 2006) foi utilizado para
adicionar as marcas dos marcadores SSR-ESTs com padrdo de segregacao
mendeliana esperada considerando a classe de marcadores codominantes
(1:2:1), para insercdo no mapa de ligagdo do mamoeiro, que vem sendo
desenvolvido pela equipe de melhoramento da UENF. Os grupos de ligacéo foram
formados e ordenados utilizando um LOD score minimo de 5,0 e maximo de 40%
de recombinacdo. As frequéncias de recombinacdo foram convertidas em
distancias genéticas (centiMorgans) utilizando a funcdo de Kosambi (1944). O
Teste Qui-quadrado [X? (p <0,05, GL=1)] foi usado para testar as hipéteses de
segregacao mendeliana na propor¢do de 1:2:1 para os marcadores SSR-ESTSs.
Com o intuito de facilitar a apresentacdo dos dados, os marcadores foram
numerados de 1 a 54 e referidos apenas pelo numero.

3.10. Mapeamento de QTL

Os dados fenotipicos estabelecidos para as duas caracteristicas
guantitativas (FF e FP), juntamente com as marcas SSR-ESTs analisadas neste
estudo e com os marcadores SNPs que compdem 0 mapa genético do mamoeiro
(desenvolvido previamente pela equipe de melhoramento do mamoeiro da UENF),
foram utilizados para a andlise de associacdo caracteristica-marcador visando a
identificacdo de QTLs.

A andlise de QTL foi realizada utilizando o pacote R/qtl do programa R
(www.r-project.org). O valor de LOD threshold foi determinado para cada
caracteristica considerando o teste de permutacéo, com erro de 0,05 sobre 1000
permutacdes por dado. Inicialmente, os QTLs foram identificados utilizando a
analise por intervalo simples (Interval Mapping), a cada 2,5 cM, a fim de encontrar
regides com potenciais QTLSs.

Na regido dos potenciais QTLsS, os marcadores com 0S maiores valores
de LOD foram tomados como cofatores, e os dados reanalisados usando a funcao
de mapeamento MQM (Multiple QTL Model).

A estatistica W (Shapiro-Wilk) testou os dados fenotipicos da populacdo

F2 quanto ao seu ajuste a distribuicdo normal (Shapiro; Wilk, 1965). Os valores
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considerados para que os dados se enquadrassem em uma distribuicdo normal,
variou entre W = 0,97-0,99.

Os efeitos génicos (a = efeito aditivo, Equacdo 1; d = efeito de
dominancia, Equacdo 2) e a porcentagem de variacdo individual fenotipica
atribuivel a um QTL foram estimados nos picos (posicdo de QTL de maxima
verossimilhanca). O nivel médio de dominancia para um QTL foi calculado como a
razdo d/a. A acdo génica foi determinada de acordo com as diretrizes
apresentadas por Stuber et al (1987): acdo génica Aditiva (A) = 0 a 0,20;
Dominancia Parcial (DP) = 0,21 a 0,80; Dominédncia (D) = 0,81 a 1,20; e
Sobredominancia (OD) = >1,20. O sinal do componente aditivo do efeito do alelo
B (de JS-12) definiu o pai contribuinte para cada QTL: se positivo, o alelo para o
aumento da média da caracteristica veio do gendtipo JS-12; se negativo, o alelo

veio do gendtipo Sekati.

a = (uBB - pAA) (Equacéo 1)
2
d = 4AB - (UAA + uBB) (Equacéo 2)
2

3.11. Anélise da diversidade funcional

Para analise de diversidade funcional, com base nas caracteristicas de FF
e FP, foram avaliados os 186 gendtipos da geracdo F2 utilizando os 8 iniciadores
SSR-ESTs (Cpa_SSR_003539, Cpa_SSR_001783, Cpa_SSR_005019,
Cpa_SSR_018504, Cpa_SSR_018898, Cpa_SSR_004871, Cpa_SSR_001072 e
Cpa_SSR_000818) selecionados apés a triagem nos genétipos parentais e nos
bulks, conforme os tépicos 3.6 e 3.7.

Os dados obtidos a partir da amplificacdo dos iniciadores SSR-ESTs
foram convertidos em codigo numérico para cada alelo por loco. Tal matriz
numerica foi desenvolvida atribuindo-se as codificagbes 11 e 22 para as formas
homozigotas, e 12 para os heterozigotos. A partir dessa matriz numérica, foi
calculada a distancia genética entre os genoétipos estudados, com o auxilio do

programa Genes (Cruz, 2008) utilizando o indice Ponderado. A anélise de
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agrupamento dos genotipos via dendograma foi feita por meio do método
hierarquico UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic
Average), com auxilio do programa Mega versdo 7, e a dispersao gréafica dos
genodtipos foi realizada com base no método da Analise das Cordenadas
Principais (PcoA), utilizando o programa Genalex 6.3 (Peakall; Smouse, 2009),
além de realizar uma analise descritiva utilizando o programa Genes.

A eficiéncia do dendograma oriundo da matriz de distancia genética
molecular foi avaliada por meio do Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC), o
qual observa a concordancia entre as matrizes de dissimilaridade original e o
agrupamento UPGMA (Sokal; Rolf, 1962) e para a estimativa da significancia das
correlacdes entre as matrizes foi utilizado o teste de Mantel (Mantel, 1967) com
1000 permutacdes. Para o agrupamento, foi considerada a média geral das
distancias genéticas entre os genoétipos do dendograma, como ponto de corte.

As estimativas que caracterizam os locos, como a frequéncia de alelos
por loco, heterozigosidade e o conteudo informativo de polimorfismo (PIC -
Polymorphic Information Content) foram obtidos com o auxilio do programa Genes
(Cruz, 2008).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anélise dos locos SSR-ESTs

Com base no mapeamento gendémico realizado por Vidal et al. (2014), os
54 locos SSR-ESTs selecionados neste trabalho foram categorizados de acordo
com a sua localizacdo em regides génicas, sendo 50% dos locos dentro de éxons
e 50% dentro de introns. De acordo com os motivos, dos locos identificados em
regiGes de introns, os dinucleotideos foram mais abundantes (48,15%), enquanto
que os tri-hexanucleotideos foram uniformemente distribuidos nessa regido. Por
outro lado, os locos identificados nos limites exdnicos foram enriquecidos em tri-
(70,37%) e hexanucleotideos (18,52%), o que € esperado devido a pressao
seletiva contra mutacBes em regides codificantes (Figura 2). O Atlas desenvolvido
por Vidal et al. (2014), fornece uma analise dos genes envolvidos na maturacao
dos frutos, onde foram identificados marcadores SSR-ESTs potencialmente
envolvidos com a Sintese do Etileno (SE) e Componentes da Parede Celular
(CPC). No presente trabalho, foram selecionados 33,33% dos primers com a
funcé@o de CPC e 66,66% com a funcéo de SE, distribuidos entre nove grupos de

ligagdo do mamoeiro.
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Figura 2. Distribuicdo dos 54 iniciadores SSR-ESTs de acordo com a localizagédo
genbmica e motivos.

Buscou-se com a selecdo destes primers, encontrar genes
potencialmente relacionados ao amadurecimento do fruto, uma caracteristica de
alto interesse agrondémico na cultura do mamoeiro. Em frutos climatéricos, como o
mamao, o processo de amadurecimento esta intimamente ligado ao aumento da
producdo de etileno, que é responsavel por coordenar e complementar este
processo (Giovannoni, 2001).

A diminuicao da firmeza do fruto e da polpa, durante o amadurecimento, é
também funcdo da perda da integridade da parede celular. A degradacdo das
moléculas poliméricas constituintes da parede celular, como celulose,
hemicelulose e pectina, gera alteracdes na parede que leva ao amolecimento do
fruto (Tucker, 1993).

Segundo Vidal et al. (2014), a selecdo de pares de iniciadores SSR-ESTs
relacionados a genes com funcdo de degradacdo da parede celular e com o
etileno compreendem muito bem o processo de amaciamento da polpa e do fruto.
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A maturacao dos frutos € um processo de desenvolvimento caracterizado
por mudancas notaveis relacionadas ao sabor, ao metabolismo do agucar, a cor,
ao aroma, a textura, ao amolecimento e ao conteudo nutricional (Giovannoni,
2004). Estas alteracbes metabdlicas e fisicas sdo conduzidas por perfis de
expressdo geneticamente coordenados em varias vias metabdlicas, tais como
desmontagem da parede celular, hidrolise do acglcar, biossintese de etileno e
pigmentacdo. Ao integrar essas informacdes na construcdo de um mapa, pode-se
fornecer uma lista de marcadores para estudar a variabilidade genética e

funcional de processos ligados ao amadurecimento do fruto (Vidal et al., 2014).

4.2. Screening nos genoétipos parentais e caracterizacdo dos
iniciadores SSR-ESTs

Apbs selecao dos 54 locos SSR-ESTs do trabalho realizado por Vidal et
al. (2014), realizou-se uma triagem nos genotipos parentais Sekati e JS-12, a fim
de selecionar para os testes complementares somente 0s primers que
proporcionaram melhores resultados e, ja nesta etapa, descartar os primers nao
promissores. Dos 54 marcadores analisados quanto ao polimorfismo entre os
pais, através da realizacdo de amplificacdo via PCR, 16 primers apresentaram
polimorfismo e um bom padrdao de amplificacdo entre os genitores, visto que
amplificaram dois fragmentos, correspondentes a dois diferentes alelos — que
apresentaram uma diferenca de até cinco pares de bases, diferindo entre os
gendtipos estudados (Figura 3). Em relacdo aos demais primers testados, 33
amplificaram e foram monomorficos (2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 18,
19, 20, 21, 24, 25, 27, 28, 29, 30, 34, 35, 36, 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 48, 49), e
3 (50, 51 e 54) amplificaram, mas ndo apresentaram um bom padrdo de
amplificagéo, ou seja, baseado no padrdo de bandas dos marcadores em ambos
0s genitores, a populacdo apresentou bandas inespecificas. Na Tabela 4, pode-se
verificar as caracteristicas dos 16 pares de iniciadores microssatélites SSR-ESTs

polimorficos entre os genitores Sekati e JS-12.



Figura 3. Anadlise eletroforética dos produtos de amplificacdo do DNA referentes ao
screening nos pais. A seta vermelha indica os primers que foram polimorficos.

Apls a analise via PCR e eletroforese capilar dos locos SSR-ESTs,
constatou-se que dos 16 primers (29,6%) que apresentaram polimorfismo e um
bom padréo de amplificacdo entre os genitores Sekati e JS-12, onze (68,7%)
estdo localizados em introns e cinco em éxons (31,3%) (Figura 4a); onze
possuem funcdo relacionada com a SE (68,7%) e cinco com a CPC (31,3%)
(Figura 4b; Tabela 4).



Tabela 4. Caracteristicas dos pares de iniciadores microssatélites SSR-ESTs quanto ao polimorfismo entre os genitores Sekati e JS-12, entre 0s
bulks e na analise da populacao F-.

Andlise quanto ao polimorfismo

Primers Funcéo GL TO Na Genitores Bulks Populacéo F
Cpa_SSR_014764 CPC 1 321-327 2 SIM NAO NAO
Cpa_SSR_004376 SE 1 338-346/360 3 SIM NAO NAO
Cpa_SSR_018233 SE 1 258-268 2 SIM NAO NAO
Cpa_SSR_007958 SE 3 280-285 2 SIM NAO NAO
Cpa_SSR_003539 SE 4 345-362 2 SIM SIM SIM
Cpa_SSR_001783 SE 4 242-253 2 SIM SIM SIM
Cpa_SSR_005019 CPC 5 343-339 2 SIM SIM SIM
Cpa_SSR_015851 CPC 6 247-251 2 SIM NAO NAO
Cpa_SSR_009172 CPC 6 293-286/292 3 SIM NAO NAO
Cpa_SSR_015939 SE 6 274-272/281 3 SIM NAO NAO
Cpa_SSR_018504 CPC 7 266-275 2 SIM SIM SIM
Cpa_SSR_018898 SE 7 324-336 2 SIM SIM SIM
Cpa_SSR_004871 SE 8 360-355 2 SIM SIM SIM
Cpa_SSR_001072 SE 8 241-247 2 SIM SIM NAO
Cpa_SSR_000700 SE 9 354-351 2 SIM NAO NAO
Cpa_SSR_000818 SE 9 259-263 2 SIM SIM SIM

CPC — Componentes da Parede Celular; SE — Sintese do Etileno; GL — Grupo de Ligacdo; TO — Tamanho do alelo observado; Na — Numero de alelos.

1%
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De acordo com Vidal et al. (2014) a maior proporcdo de primers
associados com a SE relaciona-se as varias vias metabdlicas que envolvem o
amadurecimento da fruta e pelo fato de que frutos climatéricos possuem a perda
de firmeza fisiologicamente relacionada com o0s niveis de etileno. Primers
intrénicos foram mais polimoérficos devido a menor pressao por selecdo, além de
segregarem com 0s genes associados a func¢do bioguimica ou ao fendtipo de
interesse.

Em relacdo a constituicdo alélica dos locos, treze primers encontra-se em
homozigose (81,3%) e trés em heterozigose (18,7%). Para compor 0 mapa, 0S
locos selecionados devem estar em homozigose entre 0s pais, poiS 0S mesmos
sao linhagens contrastantes para as caracteristicas de estudo, onde o maximo de
alelos possiveis a ser encontrado, corresponde ao numero de alelos divergentes
entre os genoétipos parentais, sendo assim, apenas treze marcadores foram

selecionados para as proximas etapas do trabalho (Figura 4c).
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Figura 4. Primers que apresentaram polimorfismo e bom padréo de amplificacdo entre os
genitores Sekati e JS-12. (A) Localizacdo gendmica dos primers polimérficos (introns e
éexons). (B) Fungdo dos primers polimorficos (SE e CPC); (C) Constituicdo alélica dos
primers polimorficos (homozigose e heterozigose).
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4.3. Screening via BSA

Para a construcdo de um mapa geneético e para 0 mapeamento de QTLs &
importante a identificacdo de marcadores que revelem polimorfismo entre os
genitores e que, portanto, segregardo na populagdo proveniente do cruzamento
entre eles. Para isso, o DNA dos genitores € analisado com diferentes
marcadores. Esta analise, embora revele polimorfismos, néo fornece informacgdes
sobre qual dos polimorfismos encontrados estd ligado a genes de interesse
(Arnheim et al., 1985; Rezende, 2004). Esta associacao pode entéo ser realizada
através da analise de bulks segregantes (BSA), que foi proposta na presente
pesquisa para verificar a possibilidade de associacdo dos marcadores SSR-ESTs
analisados, com as caracteristicas agronémicas de estudo.

Dos 13 marcadores em homozigose testados nos bulks, 8 revelaram
polimorfismo  (Cpa_SSR_003539, Cpa_SSR 001783, Cpa_ SSR 005019,
Cpa_SSR_018504, Cpa_SSR_018898, Cpa_SSR_004871, Cpa_SSR_001072,
Cpa_SSR _000818) entre os conjuntos agrupados e foram selecionados para
andlise dos individuos da populacdo F2 (Figura 5). O polimorfismo apresentado foi
interpretado de acordo com a presenca dos alelos de ambos 0s genoétipos
parentais, comparando o tamanho dos alelos presentes em cada bulk com o
tamanho dos alelos obtidos no screening dos pais.

A andlise via BSA trata-se de um método introduzido por Michelmore et
al. (1991), que se baseia na constituicdo de bulks (ou misturas) de amostras de
DNA de individuos com fendtipos extremos pertencentes a populacao segregante.
E um método rapido para identificar marcadores ligados a qualquer gene
especifico ou regido do genoma que poderda facilitar uma selecdo baseada em
marcadores moleculares (Ferreira; Grattapaglia, 1998).

A combinagdo de marcadores SSR-ESTs com a técnica de BSA é
aplicavel na identificacdo de genes de interesse para espécies em estudo, mesmo
nao possuindo um mapa genético disponivel. Vale ressaltar também, que o baixo
polimorfismo encontrado no procedimento via BSA pode estar relacionado a
estreita base genética, ja que 0s genitores do cruzamento pertencem ao mesmo
grupo heterético. Torna-se importante destacar, que para se obter um numero

significativo de polimorfismo entre os bulks, deve-se procurar trabalhar com uma
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margem acima de 30% de primers polimérficos (validados para a espécie em
estudo e, preferencialmente, mapeados) (Costa et al., 2010).

Apoés essa triagem, os marcadores SSR-ESTs que foram polimorficos
entre os bulks, foram utilizados para genotipar a populacdo de mapeamento (F2).
Essas acfes possibilitam a integracdo de marcas ao mapa genético do mamoeiro
e a identificacdo de QTLs para FF e FP, contribuindo para a futura implementacéo
da SAM nos programas de melhoramento do mamoeiro e a identificacdo de
genaotipos superiores para tais caracteristicas com maior precisdo e menor tempo
(Bered; Barbosa Neto; Carvalho, 1997; Carneiro; Vieira, 2002).
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Figura 5. Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo do DNA referentes ao
screening nos bulks. A seta vermelha indica os primers que foram polimorficos. A seta em
azul indica a ordem das amostras (P1 — parental 1; P2 — parental 2; B1 — bulk 1; B2 —
bulk 2; B3 — bulk 3; e B4 — bulk 4).

A técnica BSA foi adotada na cultura do mamoeiro para a identificacdo de

marcadores moleculares ligados ao gene de resisténcia PRSV-P (Papaya
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Ringspot Virus type P) em espécies relacionadas ao género Vasconcellea e para
a selecdo de gendtipos superiores para resisténcia, visando uma fonte de genes
de resisténcia para a espécie C. papaya. O marcador Psilk4 mostrou-se eficaz na
identificacdo correta de genatipos resistentes (99%) quando aplicado a progénie
F2 interespecifica segregando para o carater de resisténcia, sendo potencial para
a aplicacdo em programas de melhoramento visando integrar o gene de
resisténcia a PRSV-P de V. cundinamarcensis em C. papaya (Dillon et al., 2006).

Para a identificacdo de QTLs, a metodologia BSA foi adotada em um
estudo realizado com arroz, para avaliar o efeito genético de QTLs que conferem
tolerancia ao calor no estagio de floracdo. Para tal, utilizou-se uma populacéo
composta por 279 individuos F2, resultantes do cruzamento entre uma cultivar
tolerante e cultivar sensivel ao calor. Para identificar o efeito principal do QTL
para tolerancia ao calor, realizou-se uma triagem nos genétipos dos pais com 200
pares de primers SSR, revelando 30% de polimorfismo entre os pais. A fim de
detectar a principal associacdo do QTL com a caracteristica de tolerancia ao
calor, foi adotada a estratégia de BSA. Os resultados revelaram que marcadores
SSR mostraram associagao significativa com a toleréncia ao calor. A tolerancia ao
calor durante o estagio de floragdo no arroz foi controlada por multiplos genes
(Zhang et al., 2009).

Estudo realizado por Zhang et al. (2016) em meldo utilizou a metodologia
BSA, a fim de localizar e mapear importantes genes relacionados as
caracteristicas de sabor doce e azedo no meldo Fengwei (o hibrido F1 das
variedades Shouxing e Xinguowei). Para tal, utilizaram uma combinacdo de
marcadores SLAF e a metodologia BSA para identificar as regides gendmicas que
afetam essas caracteristicas em pools de fenétipos extremos da populacdo F2
(meldo Fengwei autofecundado). Foram identificadas seis regides relacionadas
com a carcteristica de docgura (13 marcadores SLAF) e vinte e trés regides
relacionadas a caracteristica azedo (48 marcadores SLAF). As carcteristicas
foram mapeadas em diferentes regides gendmicas, sendo para o doce O0s
cromossomos 6, 10, 11 e 12, e para 0 azedo 2, 3, 4, 5, 9 e 12. O estudo forneceu
uma base para a utilizacdo da selecéo assistida por marcadores (SAM) para as

caracteristicas doce e azedo em meldes Fengwei.
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4.4. Analise dos SSR-ESTs na populacdo de mapeamento

A partir da analise de amostras de DNA dos 186 individuos da populacéo
F2, foram obtidos dados genotipicos de oito marcadores moleculares do tipo SSR-
ESTs (Cpa_SSR_003539, Cpa_SSR_001783, Cpa_SSR_005019,
Cpa_SSR_018504, Cpa_SSR_018898, Cpa_SSR_004871, Cpa_SSR_001072 e
Cpa_SSR _000818), selecionados no procedimento BSA, de acordo com o tdpico
4.3. A genotipagem na populacdo F2 com os primers resultou em sete locos com
segregacao dentro do esperado para serem utilizados para 0 mapeamento desta
populacao (Cpa_SSR_003539, Cpa_SSR _001783, Cpa_SSR_005019,
Cpa_SSR_018504, Cpa_SSR_018898, Cpa_SSR_004871 e Cpa_SSR_000818)
(Figura 6). As informacdes alélicas dos marcadores foram convertidas no cédigo a
(homozigoto para o genitor Sekati), b (homozigoto para o genitor JS-12) e h
(heterozigoto) para as andlises moleculares.

Foi observada a presenca de marcadores monomorficos na populacao
segregante (Cpa_SSR_001072). A ocorréncia desse monomorfismo pode ser
justificada, pelos erros inerentes ao sistema de eletroforese capilar, o qual pode
ter revelado um falso polimorfismo para esse loco durante as etapas anteriores.
Outra justificativa, seria o fato de que as plantas correspondentes aos genotipos
Sekati e JS-12 utilizadas para o screening com os primers, ndo foram as mesmas
utilizadas no cruzamento inicial que gerou a populacao.

Populagbes F2 sdo desenvolvidas por autofecundagdo do hibrido Fu,
derivado do cruzamento dos dois pais, estas sdo as mais faceis e rapidas de
serem obtidas, sendo que o maximo de informacéo genética € alcancado quando

se usa uma populacdo F2 e marcadores codominantes (Staub et al., 1996).
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Figura 6. Anadlise eletroforética dos produtos de amplificacdo do DNA referentes ao
screening da populacdo de mapeamento (geracdo F.). A imagem corresponde ao
screening com o primer polimérfico Cpa_SSR_018504. P1 = Sekati; P2 = JS-12.

4.5. Insercao das marcas no mapa genético

Entre os 54 marcadores SSR-ESTs testados neste trabalho, apenas oito
apresentaram segregacao de alelos de ambos os genitores na populagao Fo.
Desses, sete marcadores apresentaram segregacdo mendeliana dentro do
esperado (1:2:1) e foram empregados na andlise de mapa, juntamente com o

conjunto de marcadores SNPs que integra o0 mapa que vem sendo construido
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pela equipe de melhoramento do mamoeiro na UENF com a mesma populagao
utilizada no presente estudo (Pereira et al., 2015).

Apoés insercdo das marcas SSR-ESTs identificadas, o mapa ficou
baseado em 1207 marcadores (entre SNPs, SSR e SSR-EST), cobrindo 3991,13
cM do genoma da espécie. As marcas SSR-ESTs geradas neste trabalho foram
mapeadas nos grupos de ligacdo GL2, GL3 e GL6. O numero de marcadores por
grupo de ligacdo variou de cinco para o GL2 (Cpa SSR_001783;
Cpa_SSR_018898; Cpa_SSR_018504; Cpa_SSR_003539; Cpa_SSR_004871;
Figura 7) a um para o GL3 (Cpa_SSR_005019; Figura 8) e um para o GL6
(Cpa_SSR_000818) (Figura 9). O comprimento dos grupos de ligacao foi de 854,2
cM, 569 cM e 571,9 cM para os grupos de ligacdo GL2, GL3 e GLS6,
respectivamente. O total de marcas individuais por grupo de ligacdo foi de 113,

156 e 149 para os grupos GL2, GL3 e GL6, respectivamente.
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Figura 7. Grupo de Ligacdo GL2 de C. papaya L. com a insercdo das marcas SSR-ESTs
utilizando o programa JoinMap versédo 4.0 (Van Ooijen, 2006). Os marcadores sao
indicados do lado direito de cada grupo e a distancia genética em cM, do lado esquerdo.
Grupo de ligacdo GL2 com a insercdo das marcas Cpa SSR _001783;
Cpa_SSR_018898; Cpa_SSR _018504; Cpa_SSR_003539; e Cpa _SSR_004871 nas
posicdes 0; 100,06; 141,09; 688,57; e 854,22 cM, respectivamente.
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Figura 8. Grupo de Ligacéo GL3 de C. papaya L. com a inser¢cdo das marcas SSR-ESTs
utilizando o programa JoinMap versdo 4.0 (Van Ooijen, 2006). Os marcadores sao
indicados do lado direito de cada grupo e a distancia genética em cM, do lado esquerdo.
Grupo de ligagdo GL3 com a insercao da marca Cpa_SSR_005019 na posigéo 0.0.
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Figura 9. Grupo de Ligacéo GL6 de C. papaya L. com a inser¢cdo das marcas SSR-ESTs
utiizando o programa JoinMap versédo 4.0 (Van Ooijen, 2006). Os marcadores s&o
indicados do lado direito de cada grupo e a distancia genética em cM, do lado esquerdo.
Grupo de ligacdo GL6 com a insercdo da marca Cpa_SSR_000818 na posigédo 572.0.
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Os resultados encontrados no presente trabalho, em relagdo a posigcédo
dos marcadores, ou seja, sua localizacdo nos grupos de ligacdo, foram
compativeis aos dados apresentados por Vidal et al. (2014), exceto para a marca
Cpa_SSR _005019. No trabalho dos referidos autores, esta marca estd mapeada
no grupo de ligagdo GL5. Segundo Souza (2010) uma justificativa para essa
diferenciagao seria pelo fato de ndo terem sido utilizados os mesmos dados de
segregacdao (mesma populacdo) e critérios para 0 mapeamento. Outra
observacdo importante, € que esta marca, no presente trabalho, foi mapeada na
extremidade do grupo de ligagdo GL6 (posicdo 572.0) sugerindo que a ligagao
pode nédo ter sido forte ou especifica, podendo esta marca pertencer a outro grupo
de ligacéao.

A distancia média dos marcadores foi de 7,56, 3,65 e 3,84 cM/marcador
para os grupos de ligacdo GL2, GL3 e GL6, respectivamente. A maior diferenca
entre dois indicadores foi de 166 cM no GL2, 99,6 cM no GL3 e 180 cM no GL6.
As extremidades dos grupos de ligacdo GL2, GL3 e GL6 foram estendidas neste
estudo em comparacdo com o mapa de referéncia (Pereira et al., 2015). Apesar
da insercdo destas marcas terem aumentado os grupos de ligacdo, as mesmas
representam com precisdo as caracteristicas de interesse, visto que o0s
marcadores SSR-ESTs sdo baseados em ESTs presentes em porcdes
sequenciadas de cDNA. Sendo assim, uma forte associacdo entre gendétipo e
fenétipo pode ser observada com esses marcadores, 0os quais vém sendo
bastante utilizados em programas de melhoramento de plantas (Sakiyama et al.,
2014).

Estudos com a espécie C. papaya ja resultaram na construcdo de alguns
mapas genéticos (Chen et al., 2007; Ma et al., 2004, Liu et al, 2004; Sondur et al.,
1996), porém, nenhum deles utilizando marcadores SSR-ESTs. Em relagcdo a
saturacdo, 0 mapa com maior numero de marcadores co-segregantes foi
desenvolvido e publicado por Chen et al. (2007), o qual agrupou mais de 700
marcadores do tipo microssatélites em 10 grupos de ligagéo.

A equipe de melhoramento do mamoeiro na UENF vem desenvolvendo
um mapa genético com a mesma populacao utilizada no presente estudo (Pereira
et al., 2015), baseado em 1235 marcadores SNPs, distribuidos em 10 grupos de

ligacdo (sabendo-se que os grupos de ligacdo 9 e 10 pertencem ao mesmo
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cromossomo), abrangendo 3442,3 cM, com a distancia média entre marcadores
de 2,78 cM.

Apesar de preliminares, os resultados obtidos até 0 momento referentes a
identificacdo tanto de marcadores SNPs, quanto de marcadores SSR-ESTs, além
da construcdo do mapa genético indicam que serd possivel obter um mapa com
nivel de saturagcdo maior do que dos mapas desenvolvidos para 0 mamoeiro até a
presente data. Isso cria uma expectativa de realizar uma precisa identificacdo dos
QTLs, o que possibilitara no futuro implementar nos programas de melhoramento
do mamoeiro a selecdo assistida por marcadores, além de permitir o
conhecimento mais aprofundado dos aspectos genéticos e gendmicos das

caracteristicas estudadas (Pereira et al., 2015).

4.6. Mapeamento de QTLs

As médias das caracteristicas da populacéo F2 e dos pais estdo indicadas
na Tabela 5. Para a caracteristica de FP, o genitor Sekati apresentou a média de
75,13, enquanto o genitor JS-12 apresentou a média de 103,73. O valor médio
para a populagéo F2 foi de 78,40, apresentando valor minimo e maximo de 33,38
e 116,18, respectivamente. Para a caracteristica de FF, os genitores Sekati e JS-
12 apresentaram médias de 105,79 e 137,31, respectivamente. A média da
populacdo F2 foi de 112,45, apresentando o valor minimo de 61,28 e maximo de
157,81. Os dados mostram diferencas entre os pais para as duas caracteristicas
estudadas e alta variabilidade genética entre gendtipos na populacdo Fz2, o que
era esperado porque 0s pais possuem caracteristicas contrastantes, em

destaque, as caracteristicas de FF e FP (Figura 10).
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Figura 10. Histograma para as caracteristicas de Firmeza do Fruto (FF) e Firmeza da
Polpa (FP) de 186 plantas F» de uma populacéo derivada do cruzamento Sekati x JS-12.
As setas indicam os valores fenotipicos para os genotipos Sekati (P1) e JS-12 (P2); W =
teste de normalidade de Shapiro-Wilk.

Em mamoeiro, para que o fruto seja considerado com uma alta firmeza de
polpa e de fruto, sédo atribuidos pesos. Os pesos atribuidos a estas
caracteristicas, de acordo com o trabalho realizado por Cortes (2017) - visando
manter na populagdo de melhoramento individuos fontes para o aumento destas
caracteristicas -, foi de 120-130 N para FF e de 100-110 N para FP.

A estatistica W (Shapiro-Wilk) testou os dados fenotipicos da populacdo
F2 para seu ajuste a distribuicdo normal (Shapiro; Wilk, 1965; Figura 8). Os dados
das caracteristicas de FF e FP se enquadram em uma distribuicdo normal para

ambas (W = 0,99 e 0,98, respectivamente).
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Razali e Wah (2011), utilizando dez mil amostras de varios tamanhos,
geradas a partir de cada uma das distribuicbes simétricas e assimétricas,
objetivaram comparar (simulacdo de Monte Carlo) a eficiéncia de quatro testes de
normalidade: Shapiro-Wilk (SW), Kolmogorov-Smirnov (KS), Lilliefors (LF) e
Anderson-Darling (AD). Os resultados mostraram que o teste de Shapiro-Wilk foi
o teste de normalidade mais preciso, seguido pelo teste de Anderson-Darling,
teste de Lilliefors e teste de Kolmogorov-Smirnov. O mesmo resultado foi obtido
por Mendes e Pala (2003) ao comparar o poder dos testes de Shapiro-Wilk,
Lilliefors e Kolmogorov-Smirnov.

O percentual de individuos com valores médios superiores ao do pai de
maior desempenho foi de 6,98% para FF e 1,61% para FP. Este resultado
evidencia a ocorréncia de segregacao transgressiva para os atributos avaliados,
indicando que os alelos que condicionam as caracteristicas de FF e FP nos
genitores Sekati e JS-12 sdo diferentes entre si. Estes alelos podem ser Gteis

para elevar o contetdo de FF e FP no desenvolvimento de cultivares (Figura 10).

Tabela 5. Médias das caracteristicas FF e FP para a populagédo F, e parentais (Sekati e
JS-12).

Caracteristica Sekati JS-12 F, Min-Max SwWa

Firmeza de Polpa — FP (N) 75,13 103,73 78,40 33,38-116,18 0,981
Firmeza de Fruto — FF (N) 105,79 137,31 112,45 61,28 -157,81 0,995

@ Teste de normalidade de Shapiro-Wilk. FF = Firmeza de Fruto; FP = Firmeza de Polpa.

A localizacéo e os efeitos das regides que afetam as caracteristicas de FF
e FP, bem como a acdo do gene e a origem (contribuicdo parental) dos alelos que
aumentaram a meédia de cada caracteristica estdo resumidos na Tabela 6. Para
estudos de acdo génica, a populagéo F2 € a mais informativa; tanto o efeito aditivo
quanto o de dominancia da variancia genética e, consequentemente, o grau de
dominancia (acdo génica) podem ser diretamente estimados (Pereira, 1993). De
forma geral, o0 mapeamento utilizando o modelo de multiplos QTLs permitiu a
identificacdo de quatro QTLs controlando estas caracteristicas, sendo mapeados
no grupo de ligacdo GL2. Para a maioria, os alelos que aumentaram a media das
caracteristicas na populagcédo F2 vém do genitor JS-12.
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Na Tabela 6, estdo descritos a localizacdo e os efeitos dos QTLsS
identificados para as caracteristicas de FF e FP. Foram reconhecidos trés QTLS,
sendo um QTL para FP (QTL 1 — Cpa_SSR_018504), um para FF (QTL 3 —
Cpa_SSR _001783) e um QTL controlando ambas as caracteristicas (QTL2/QTL4
— Cpa_004871). Valores positivos para o efeito aditivo dos QTLs para o grupo de
ligacdo GL2 (QTL 2/QTL 4 - Cpa_SSR 004871 para FP e FF, e
Cpa_SSR 001783 para FF) indicam que os alelos do parental JS-12 atuam na
direcdo de aumentar a média das caracteristicas em estudo na populacdo, oposto
para o QTL 1 - Cpa_SSR_018504, que apresenta valor negativo. Assim, para este
QTL, os alelos do parental JS-12 atuam para diminuir os valores médios
apresentados na populacdo para a caracteristica de FP, exibindo frutos com
menor firmeza de polpa, mesmo o genitor JS-12 apresentando maior firmeza de
polpa e fruto.

Em média, os efeitos genéticos aditivos foram maiores que os efeitos de
dominancia para todos os QTLs. Os sinais negativos dos efeitos aditivos indicam
que os alelos da linhagem Sekati, embora possuindo a menor média para as
caracteristicas de FP e FF, contribuem para aumentar o valor médio da populacéo
para ambas as caracteristicas. Como a avaliagéo é realizada por meio de valores,
guanto maior o valor do carater, melhor a firmeza tanto do fruto quanto da polpa.
Todavia, os alelos favoraveis dos QTLs, mapeados da linhagem parental JS-12,
que conferem a caracteristica de maior FF e FP, poderédo ser transferidos para
outras linhagens em programas de melhoramento via retrocruzamento assistidos
por marcadores moleculares, os quais poderao ser Uteis para o melhoramento do

mamoeiro (Moreira, 2004).



Tabela 6. Localizacao e efeitos dos QTLs para as caracteristicas de Firmeza de Fruto e Firmeza de Polpa.

Efeito

GL QTLs \dentificagao dos %Var. LOD? d/a Agéo DirP F
locos A D génica

Firmeza de Polpa (FP)

2 QTL1-2@187.5 Cpa_SSR_018504 1,97 3,29 -0,53 0,30 -0,57 DP SK *

2 QTL2-2@850.0 Cpa_SSR_004871 9,66 13,88 3,58 1,72 0,48 DP JS ok

Int 2@850.0:5@285.7 7,96 11,79 Kk

Firmeza de Fruto (FF)

2 QTL3-2@0.0 Cpa_SSR_001783 7,42 12,39 1,96 4,61 2,35 S JS ok

2 QTL4-2@852.5 Cpa_SSR _004871 1,49 2,85 1,40 1,07 0,76 DP JS *

Int 2@0.0:8@160.0 5,24 9,16 Kk

2 LOD thresold= 6,0

b Direcédo de resposta é o parental cujo valor aditivo de um alelo marcador aumenta o valor da caracteristica (SK= Sekati; JS= JS-12), podendo ser aditivo (A),
dominancia (D), dominancia parcial (DP) ou sobredominancia (S).

***Significante ao nivel de 0,1% de probabilidade.

T9
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Considerando as duas caracteristicas avaliadas, foram identificados trés
QTLs de pequeno efeito (QTL 1 - Cpa_SSR_018504 para FP; e QTL 4 -
Cpa_SSR 004871 para FF), e dois QTLs de efeito médio (Cpa_SSR_004871
para FP; e Cpa_SSR_001783 para FF) foram detectados nos grupos de ligacéo.

Para a caracteristica de FF, foram reconhecidos dois QTLS no grupo de
ligacdo GL2 (QTL 3 - Cpa_SSR_001783; e QTL 4 - Cpa_SSR_004871) (Figura
11). Para ambos os QTLs, os alelos do gendtipo parental JS-12 aumentaram a
média da caracteristica na populacdo F2, na qual a variacdo fenotipica
contabilizada pelos QTLs variou de 1,49 a 7,42%. A acdo génica desta

caracteristica envolve primeiramente a sobredominancia e a dominancia parcial.
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Figura 11. Identificagdo dos QTLs para a caracteristica de Firmeza do Fruto (FF) (QTLs 3
e 4) no grupo de ligacdo GL2 (posi¢cdes 0.0 e 852.5). As marcacdes na area indicam as
posi¢Bes mais provaveis dos QTLs.

De acordo com as fung@es do loco marcador para FF, Cpa_SSR_001783,
potencialmente relacionado com a sintese de etileno, identificado no grupo de
ligacdo GL2, o mesmo possui seu gene com a funcao relacionada ao fator de
transcricdo WRKY-like (WRKY). As proteinas WRKY (que compreendem uma
grande familia de fatores de transcricdo), primeiramente caracterizadas em batata
doce (Ishiguro; Nakamura, 1994), estdo relacionadas a estresses ambientais
causados pela baixa temperatura, que interrompe a homeostase celular e

prejudica severamente 0 crescimento e o0 desenvolvimento das plantas,
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experimentado pela maioria das frutas e dos legumes durante 0 armazenamento
e o transporte pés-colheita. Estas proteinas contém um ou dois dominios de
ligacdo ao DNA altamente conservados, conferindo a planta uma maior tolerancia
ao frio (Ye et al., 2016).

O armazenamento a frio é a pratica mais comum aplicada para manter a
qualidade pds-colheita e prolongar a vida de prateleira de muitas frutas. No
entanto, muitas frutas tropicais e subtropicais sdo altamente sensiveis a
refrigeracdo, o que reduz significativamente a qualidade comercial e a aceitacao
pelo consumidor (Zhao et al., 2013). Estudos demonstram a aplicacdo de ésteres
metilicos de jasmonato, como o metil-jasmonato (MeJA), relacionados ao fator de
transcricdo WRKY, que aumenta a tolerancia ao frio em muitas culturas (Cao et
al., 2009; Zhang et al., 2012; Jin et al., 2013; Siboza; Bertling; Odindo, 2014). O
alivio da lesédo causada pelo resfriamento em frutos tem sido implicado no
aumento da atividade enzimatica e do estado energético, aumento da arginina,
acumulo de lignina, solubilizacdo de polissacarideos na parede celular, maior
proporcdo de acidos graxos insaturados/saturados e aumento da producdo de
fendlicos totais (Cao et al., 2009; Zhang et al., 2012; Jin et al., 2013; Siboza;
Bertling; Odindo, 2014), causando um retardo no amolecimento do fruto.

Estudo realizado por Huang et al., (2014) comprova o envolvimento de
genes relacionados a hormdnios vegetais, tais como etileno, com o fator de
transcricdo WRKY, envolvidos na firmeza de frutos climatéricos de pera chinesa
(Pyrus ussuriensis). Foram analisados os transcriptomas de frutos de P.
ussuriensis nos estagios pré e poés-climatérico. Diversos hormonios vegetais,
incluindo o etileno, e alguns fatores de transcricdo, incluindo o WRKY, foram
expressos diferencialmente entre frutas pré e pds-climatéricas. Outros fatores,
como as enzimas relacionadas a metilacdo do DNA e genes da proteina do
citoesqueleto, mostraram expresséo diferencial durante a maturacdo do fruto de
pera chinesa.

Para a caracteristica de FP, foram detectados dois QTLs no grupo de
ligacdo GL2 (Tabela 6; Figura 12). O alelo do genitor Sekati contribuiu para o
aumento da meédia da caracteristica na populacdo F2 para o QTL
Cpa_SSR _018504, e o alelo do genitor JS-12 colaborou para o aumento da
média para o QTL Cpa_SSR_004871. Os QTLs nos grupos de ligacdo GL2,
Cpa_SSR 018504 e Cpa_SSR_004871 representaram 1,97 e 9,66% da variacao
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fenotipica, respectivamente. A acdo génica de dominanicia parcial foi exibida em

ambos os QTLs, mas em dire¢bes opostas.
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Figura 12. Identificagdo dos QTLs para a caracteristica de Firmeza de Polpa (FP) (QTLs
1 e 2) no grupo de ligacdo GL2 (posi¢Bes 187.5 e 850.0). As marcagfes na area indicam
as posi¢cdes mais provaveis dos QTLs.

De acordo com a funcdo do loco marcador Cpa SSR_018504, que
mapeou o QTL relacionado a FP, presente no grupo de ligacdo GL2, o mesmo
possui sua localizacdo em regides de éxons e a principal funcdo relacionada a
componentes de parede celular. Na descricdo do loco marcador, 0 mesmo esta
envolvido com a expressao do gene Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
(XTH), que tem desempenhado um papel na remodelacdo de hemiceluloses de
parede celular, que pode reforcar sua rigidez, formando uma rede esquelética
com fibrilas de celulose (Schrode et al., 1998).

Porém, estudos comprovam que o0s XTHs também podem estar
associados a desmontagem da matriz de celulose, contribuindo para o
amaciamento pos-colheita dos frutos, conforme relatado em alguns estudos com
frutos de kiwis, macad, morango e tomate (Atkinson et al., 2009; Nardi et al., 2014;
Li C-r et al., 2009; Catala et al., 2000). Além disso, demonstrou-se que a atividade
de XTH promove a expansao celular em células de crescimento rapido (Atkinson
et al., 2009; Nishitani; Tominaga, 1992; Thompson; Smith; Fry, 1997). Nos frutos
de tomateiro e de maga, a atividade da enzima n&o ocorre apenas paralelamente

ao amolecimento do fruto e na pos-colheita, também ocorre em varios estagios de
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desenvolvimento do fruto, o que indica sua importancia na expanséao do fruto (Da
Silva et al., 1994; Maclachlan; Brady, 1994; Percy et al., 1996). Assim, as enzimas
codificadas por XTHs podem ser criticas tanto no cultivo de frutos, como na
maturacao.

Han et al. (2016), com o objetivo de investigar o papel das XTHs em
frutos de caqui durante o seu desenvolvimento e amolecimento, encontraram
resultados, 0s quais comprovaram que a expressao do gene poderia estar
envolvida no rapido crescimento do fruto e na manutencédo da firmeza durante o
armazenamento, sendo responsavel pela inducdo do amolecimento pds-colheita.
Estas enzimas apresentaram diferentes caracteristicas enzimaticas com padrdes
distintos de expressao, conferindo suas respectivas funcées na modificacdo da
parede celular.

Um mesmo loco marcador Cpa SSR_004871 mapeou um QTL que
estava presente no controle das duas caracteristicas em estudo (QTL 2/QTL 4 —
Cpa_SSR _004871), sendo, particularmente, para ambas as caracteristicas,
inseridos no grupo de ligacao GL2.

Segundo o trabalho desenvolvido por Vidal et al. (2014), o loco marcador
encontrado, responsavel pelo controle das duas caracteristicas, possui sua
localizacdo em regifes de introns, e a principal funcéo, relacionada com a sintese
de etileno. Na descricdo do loco marcador o mesmo esta envolvido com a
expressdo do gene Homeobox-leucine ziper protein (HD-Zip). Genes Homeobox
foram originalmente descobertos em Drosophila, com a funcédo de regulacédo no
controle da morfogénese embrionaria, e tém sido relatados em estudos por
desempenhar um papel no controle de horménios em plantas (Sakamoto et al.,
2001; Susa et al., 2007). Estdo também envolvidos no controle do acido giberélico
(GA), citoquinina (Hay et al., 2002; Jasinski et al., 2002; Ori et al., 1999; Sakamoto
et al., 2001), &cido abscicico (ABA) (Ditzer; Bartels, 2006; Lee et al., 2001), Lesina
(Baima et al., 1995; Plesch et al., 1997), bem como por efeitos abio6ticos (Carabelli
et al., 1996; Steindler et al., 1999; Wang et al., 2003).

Estudo desenvolvido por Lin et al. (2008) fornece evidéncias de que um
gene HD-Zip em tomate (LeHB-1) desempenha papel importante na
organogénese floral e no amadurecimento do fruto. Os autores demonstraram que
o silenciamento do gene LeHB-1 previne a maturacédo do tomate, e a sua inibicdo

também provoca amadurecimento tardio e senescéncia foliar, tornando-se menos
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sensivel ao etileno. A identificacdo do gene LeHB-1 gera uma nova percepc¢ao do
controle hormonal de 6rgéos florais e no desenvolvimento precoce dos frutos.

Os QTLs identificados representam importantes estimativas de
localizacdo de QTLs com maiores efeitos responsaveis pelas caracteristicas de
interesse para a espécie C. papaya. De acordo com Asins et al., (2004), muitos
QTLs de pequeno efeito sdo responsaveis por menos de 10% da variacdo
fenotipica, e muitos destes tipos ja foram detectados em trabalhos cuja heranca
das caracteristicas em estudo era poligénica ou quantitativa. Possivelmente, uma
maior saturacdo do mapa de ligacdo ird4 possibilitar que os QTLs obtidos neste
trabalho tenham sua magnitude aumentada e realocacdo no mapa de ligacéo
para explicacdo de um determinado carater; ou, ainda, a medida que mais QTLs
forem identificados, indices de eficiéncia maiores poderdo viabilizar a selecéo
assistida por marcadores (Moulin et al., 2015).

Para os caracteres avaliados neste trabalho ndo ha informacgdes na
literatura quanto a identificacdo dos QTLs associados, nem mesmo para C.
papaya, que é a espécie mais estudada. Neste contexto, ndo foram encontrados
artigos publicados para que pudesse ser efetuada comparacdo com os dados
obtidos neste trabalho. Para caracteristicas envolvendo a identificagdo de QTLs
associados a firmeza dos frutos em mamoeiro, ndo foi possivel realizar
comparacdes com outros trabalhos.

De acordo com Schuster e Cruz (2004), a determinacdo do numero e dos
efeitos dos QTLs pode proporcionar aos melhoristas conhecimento sobre o
controle genético dessas caracteristicas e permitir o desenvolvimento de

estratégias de selecao mais eficientes.

4.7. Andlise da diversidade genética funcional entre individuos da

populacéo F2

A analise da divergéncia genética funcional foi realizada para todos os
186 individuos pertencentes a geracdo F2 e para os dois genotipos parentais
(Sekati e JS-12), com base nas informacOes obtidas pelos sete marcadores
moleculares polimérficos SSR-ESTs (Cpa_SSR 003539, Cpa SSR 001783,
Cpa_SSR_005019, Cpa_SSR_018504, Cpa_SSR_018898, Cpa_SSR_004871 e
Cpa_SSR_000818), conforme analise da populacdo no topico 4.4. (Tabela 7).
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Na Tabela 7, sdo apresentados os valores de heterozigosidade (H) e o
contetdo de informacgéo polimérfica (PIC). Quanto ao PIC, observou-se que os
valores variam entre 0,294 e 0,3749, sendo inferiores aos valores de H. Ott (1992)
relata que os valores de PIC estimados devem ser sempre inferiores aos
estimados para heterozigosidade (H) e que o valor méximo de PIC esperado para
locos com dois alelos é de 0,375, corroborando com os resultados apresentados.
Segundo Botstein et al. (1980), o PIC dos marcadores deve estar entre 0,25 e
0,50, para que seja considerado moderadamente polimoérfico e superior a 0,50
para altamente polimorfico.

Analisando o PIC, foi possivel quantificar o polimorfismo genético de cada
loco na populacédo. Neste estudo, de sete locos de microssatélites analisados,
100% podem ser considerados moderadamente informativos. O PIC maximo foi
de 0,3749 para o loco Cpa_SSR_005019, enquanto o valor mais baixo (0,294) foi
observado para o loco Cpa_SSR_000818, e o PIC médio foi de 0,3521 (Tabela 7).
Este valor médio de PIC indica niveis moderados de polimorfismo dos locos
analisados, embora alguns estudos tenham relatado niveis de polimorfismo
baixos a médios para SSR-ESTs (Zhang et al., 2014).

Segundo Ott (1992), um loco sera considerado polimérfico quando sua
heterozigosidade observada for maior do que 10% (situacdo em que o alelo mais
frequente tem frequéncia menor do que 95%) e altamente polimérfico quando sua
heterozigosidade observada for maior do que 70%.

Portanto, verificou-se que, para todos o0s locos de microssatélites
selecionados, a heterozigosidade encontrada foi média (Oliveira et al., 2010b;
Ocampo Pérez et al., 2006). Este valor médio indica a ocorréncia de heterozigotos
na proporcdo esperada, visto que a analise foi realizada em uma populacéo F2
(50% de homozigotos e 50% de heterozigotos). Sendo assim, observa-se que
tanto para as estimativas de PIC obtidos quanto para as de heterozigose
observada, os valores estdo de acordo com o esperado para uma populacdo Fo,
corroborando a condi¢cdo de Equilibrio de Hardy Weinberg e de desequilibrio de
ligacdo dos locos analisados. Estas sdo condicbes imprescindiveis para a

construcdo de mapas de ligacao e de identificacao de QTLSs.
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Tabela 7. Analise descritiva da diversidade dos marcadores SSR-ESTs analisados na
presente pesquisa.

Loco Marcador Al A2 H PIC
1 Cpa_SSR_003539 0,5804 0,4196 0,4871 0,3685
2 Cpa_SSR_001783 0,3389 0,6611 0,4481 0,3477
3 Cpa_SSR_005019 0,4918 0,5082 0,4999 0,3749
4 Cpa_SSR_018504 0,5607 0,4393 0,4926 0,3713
5 Cpa_SSR_018898 0,4659 0,5341 0,4977 0,3738
6 Cpa_SSR_004871 0,3059 0,6941 0,4246 0,3345
7 Cpa_SSR_000818 0,7663 0,2337 0,3582 0,2940

Média 0,5014 0,4985 0,4583 0,3521

Al — frequéncia do alelo 1; A2 — frequéncia do alelo 2; H — Heterosigosidade; PIC — indice de
Conteudo Polimorfico.

O ajustamento das matrizes de dissimilaridade e de agrupamento foi
avaliado por meio do Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC), o qual
apresentou valor de 0,88, o que indica que houve uma boa concordancia entre a
matriz de dissimilaridade e a matriz resultante da simplificacdo devido ao método
de agrupamento UPGMA. Quando os valores da correlacdo cofenética se
aproximam da unidade, estas sdo tomadas como ideais, pois representam maior
acuracia na formacdo do dendrograma. Os valores de coeficiente de correlacdo
cofenética obtidos neste trabalho foram maiores do que os observados em outros
trabalhos para a mesma cultura (Silva et al., 2007; Ramos et al., 2011).

A diversidade pbde ser constatada pela formacdo de grupos contendo
acessos similares nas andlises de agrupamento pelo método hierarquico UPGMA
(Figura 13). Definindo como ponto de corte a regido onde ocorreu a maior
coeréncia na formacdo dos grupos, foram formados dois grandes grupos que
reuniram a maior parte dos genétipos, além de outros nove grupos contendo de
um a trés genotipos, demonstrando a variabilidade genética presente entre os

genatipos analisados (Tabela 8).
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Figura 13. Dendograma obtido pelo método UPGMA baseado na analise de 186
individuos da populacdo F, de mamoeiro (C. papaya L.), considerando sete locos SSR-

ESTs.

Tabela 8. Agrupamento e médias fenotipicas de 186 individuos da populac¢édo F. de C.
papaya L. baseado na dissimilaridade genética obtida pelo complemento aritmético do
indice de Jaccard e no agrupamento, pelo método UPGMA.

Grupo
S

Individuos

Médias
Fenotipicas

FF FP

3,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 20, 21, 23, 24, 25,
26, 27 28, 29, 30, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 41, 42, 44, 45, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 58, 60, 62, 65, 67, 68, 69, 72, 73, 74,
75, 79, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 89, 91, 92, 95, 96, 97, 98, 99
101, 107, 109, 114, 115, 119, 120, 122, 123, 124, 125, 127,
128, 129, 130, 131, 132, 133, 135, 137, 139, 140, 144, 148,
149, 152, 153, 154, 162, 163, 164, 167, 170, 171, 173, 178,
180, 181, 183, 185, 186, 187, 190, 193, 195, 197.

106,53 73,75

22,54, 55, 56, 57, 61, 63, 66, 71, 76, 77, 78, 80, 81, 90, 93,
94, 100, 103, 106, 108, 110, 111, 113, 116, 117, 121, 126,
134, 136, 142, 143, 145, 147, 150, 151, 155, 156, 158, 159,
160, 165, 168, 169, 172, 174, 175, 177, 182, 184, 188, 189,
196.

94,45 67,40

- Xi

1, 4,17, 39, 40, 43, 59, 64, 102, 104, 118, 138, 141, 146,
157, 161, 166, 179, 192, 198, 199.

100,97 70,48
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O grupo |, representado no dendograma pela cor azul (Figura 13), reuniu
0 maior conjunto de gendtipos, totalizando 112 individuos, ou seja, 60,21% dos
genotipos F2 estudados, além do gendtipo parental JS-12. Analisando os valores
fenotipicos para a caracteristica de FF entre os gendtipos do grupo |, pode-se
observar que este grupo foi formado por plantas que apresentaram a meédia
fenotipica igual a 106,53 (Tabela 8), sendo o valor minimo de 61,28 e 0 maximo
de 154,60. Para a caracteristica de FP, o valor médio apresentado pelos
individuos deste grupo foi de 73,75 (Tabela 8), sendo o valor minimo e 0 maximo
de 37,19 e 114,01, respectivamente. O genitor presente neste grupo, JS-12,
apontou média fenotipica de 137,31 e 103,73 para FF e FP, respectivamente.
Para a FF, 77,67% dos gendtipos exibiram valores fenotipicos classificados como
meédio-alto; observou-se, também, que, para a caracteristica de FP, a maioria dos
gendtipos (83,92%) retrataram valores fenotipicos de médio-alto. O valor
fenotipico médio indicado pelos individuos deste grupo em relacdo a
caracteristica de FF foi ligeiramente maior do que o valor fenotipico apresentado
pelo genitor JS-12 (103,73).

O grupo I, representado no dendograma pela cor vermelha, foi o segundo
grupo com maior numero de gendétipos (53), ou seja, 0 grupo esta representado
por 28,49% dos gendtipos F2, além do gendtipo parental Sekati. Analisando os
valores fenotipicos para a caracteristica de FF entre os individuos do grupo I,
pode-se observar que este grupo foi formado por plantas que apresentaram a
média fenotipica igual a 94,45 (Tablea 8), sendo o valor minimo de 72,86 e o
maximo de 133,65. Para a caracteristica de FP, o valor médio demonstrado pelos
individuos deste grupo foi de 67,40 (Tabela 8), sendo o valor minimo e 0 maximo
de 33,38 e 102,19, respectivamente. O genitor presente neste grupo, Sekati,
apresentou média fenotipica de 105,79 para FF e de 75,13 para FP. Neste, tanto
para a FF quanto para a FP, os mesmos individuos (88,67%) registraram valores
fenotipicos classificados como médio-alto. Apesar dos gendtipos deste grupo
terem mostrado bons valores fenotipicos para as caracteristicas em estudo,
quando comparados aos genétipos do grupo |, notou-se que 0S mesmos
apresentam baixos valores fenotipicos para as caracteristicas de FF e FP.

O grupo IIl ao XI (representados no dendograma pela cor preta) foram os
grupos pequenos com 0S genotipos geneticamente mais divergentes,

apresentando somente de um a trés genotipos, constituidos por 100% dos
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individuos indicando valores fenotipicos medianos para ambas as caracteristicas
em estudo, quando comparados com os grupos | e .

O agrupamento dos individuos da populacdo F2 também foi investigado a
partir da disperséo grafica baseada na analise da coordenada principal (PcoA),
conforme apresentada na Figura 14. Observa-se que os individuos nao formaram
grupos exatamente como no agrupamento obtido pelo método UPGMA. Pode-se
verificar a formacgéo de dois clusters distintos (marcados pelos baldes pretos), os
individuos que se agruparam nos grupos | e do Ill ao XI no método UPGMA, na
analise de PcoA, foram alocados no mesmo cluster (correspondente ao primeiro
baldo), juntamente com o gendtipo JS-12, sugerindo que o método nao tenha
conseguido detectar diferencas entre os individuos dos grupos, pelo fato de estar
explicando baixa porcentagem da variabilidade total (25,74%), como
consequéncia do pequeno numero de locos analisados. JA o segundo cluster
agrupou todos os gendtipos do grupo Il do dendrograma obtido pelo método
UPGMA.

Pelos resultados obtidos, foi possivel observar que os marcadores foram
satisfatérios em diferenciar os gendtipos, porém, ndo é possivel observar a
formacdo de classes bem definidas, ou seja, com a formacdo de grupos com
individuos eu possuissem somente valores altos, médios ou baixos para FF e FP,
pois 0os marcadores utilizados possuem pequeno efeito na expressdo dessas
caracteristicas, além de se tratar de atributos quantitativos analisados em uma
populacdo segregante, do qual se espera a observacdo de varias classes

fenotipicas para ambas as caracteristicas avaliadas.
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Figura 14. Andlise das Coordenadas Principais considerando os 186 individuos da
populagdo F, de mamoeiro mais os dois parentais Sekati e JS-12 (identificados pelas
setas) utilizando dados de sete locos SSR-ESTSs.

Majaju et al. (2013) utilizaram marcadores moleculares SSR-ESTs para
um estudo de diversidade com o objetivo de avaliar cole¢cbes de bancos de
gendtipos de melancia do Zimbabwe para fornecer informacfes a respeito do
nivel potencial de diversidade genética funcional em variedades locais
pertencentes a esta cultura. Para tal, foram utilizadas quinze repeticbes de
sequéncia simples e expressa (SSR-ESTS), para investigar a diversidade genética
em 139 plantas obtidas de sementes de 35 acessos de melancia recolhidas em
todas as provincias geograficas do Zimbabwe. Além disso, 15 plantas,
representando trés variedades comerciais desenvolvidas nos Estados Unidos
(EUA), foram analisadas para comparacao. Foi detectado um total de 65 alelos
entre todos os acessos de melancia. Para os 13 locos polimorficos de SSR-ESTS,
0 numero de alelos por loco variou de 2 a 13, com uma média de 5 alelos por
loco. Os valores para o conteudo de informacdo polimérfico aumentaram a
medida que o numero de alelos aumentou e variaram de 0,15 a 0,77, com uma
meédia de 0,54, sugerindo um poder discriminatorio suficiente. A estimacdo da

variacdo genética no material zimbabuano usando a analise de variacdo
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molecular (AMOVA) revelou 64% de variacdo entre melancia doce e cow-melon.
Os marcadores de SSR-ESTs revelaram uma grande diversidade entre acessos
de melancia doce, resultados estes contrarios aos encontrados em estudos
anteriores usando marcadores SSR. Os autores afirmam que os marcadores
SSR-ESTs foram Uteis para elucidar a diversidade genética de acessos de
melancia no Zimbabwe. Melancias doces e cow-melons (melbes de vaca) foram
fortemente diferenciados. A triagem de materiais de bancos de genes com estes
marcadores tem o beneficio adicional de identificar associacdes com caracteres
fenotipicos.

Para Leal et al. (2010), a utilizacdo de marcadores SSR-ESTs contribui
para uma maior cobertura do genoma e também para uma maior consisténcia nos
resultados relativos a similaridade ou a divergéncia genética intra e inter-
populacionais. Segundo Fu (2003), o uso de marcadores moleculares funcionais
permite 0 acesso direto a diversidade da populacdo em genes de interesse

agrondmico, facilitando a associa¢ao entre o genotipo e o fendtipo.
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5. CONCLUSOES

A construcdo de mapas genéticos e, consequentemente, a identificacdo
de regides gendmicas, que controlam caracteristicas de interesse agrondémico
mediante os marcadores SSR-ESTs, representam um grande avanco nos
programas de melhoramento genético do mamoeiro por possibilitarem que seja
realizada, com sucesso, a selecéo assistida por marcadores.

Neste estudo, foi realizada uma analise genética a respeito da localizacao
de QTLs e sua importancia para cada um dos caracteres (FF e FP). Portanto,
apesar desses QTLs serem de pequena magnitude, sdo Uteis em um programa
de selecao assistida, uma vez que podem ser utilizados como ponto de referéncia
na espécie para deteccdo de QTLs de maior efeito.

Por meio do estudo de divergéncia, foi possivel verificar que houve
variabilidade genética entre os gendtipos avaliados, porém, os marcadores nao
foram efetivos em agrupar os individuos de acordo com os seus valores
fenotipicos, ou seja, grupos separados com individuos que possuissem somente

alta, média ou baixa FF e FP.
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