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RESUMO 

 

 

 

FIGUEIREDO, Milene, DSc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 
Ribeiro, Março de 2016, Filogenia molecular de genes da família Mads Box 
responsáveis pelo desenvolvimento dos órgãos florais de mamoeiro (Carica 
papaya L.). Orientadora: Telma Nair Santana Pereira. Conselheiros: Messias 
Gonzaga Pereira e Gonçalo Apolinário de Souza Filho.   
 
 
O mamoeiro cultivado comercialmente (Carica papaya L.) pertence à família 

Caricaceae, está dividida em seis gêneros. A importância econômica do gênero 

Carica reside principalmente na produção de frutos por parte de sua única 

espécie, Carica papaya, amplamente cultivada na região dos trópicos. O 

desenvolvimento floral é controlado por uma rede complexa de interações entre 

fatores de transcrição, a maioria deles pertencente à família MADS-box. Para 

entender a evolução e mecanismos regulatórios da determinação sexual do 

mamoeiro, a identificação dos genes associados aos cromossomos sexuais é de 

extrema relevância. Pela importância desse fato, foram selecionados os genes de 

identidade floral Supressor of over expression of Constans 1- SOC1 e Fruitfull- 

FUL com o objetivo de realizar uma análise de filogenia molecular em genótipos 

de mamoeiro que apresentam uma importância comercial no mercado nacional e 

internacional. Para a extração do DNA genômico, utilizou-se folhas de plantas 

hermafroditas de quatro genótipos de mamoeiro Sunrise Solo 72/12, JS12, 

Golden e híbrido UENF-Caliman e folhas de plantas femininas do genótipo 

Cariflora. Os iniciadores para amplificação da região específica do genoma e 

posterior sequenciamento, foram construídos utilizando como ferramenta principal 
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o PRIMER3 plus. Para o sequenciamento dos fragmentos de PCR, utilizou-se o 

equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer e para a análise da qualidade das 

sequências utilizou-se o BioEdit Sequence Alignment Editor 7.1.9 e o CodonCode 

Aligner versão 6.0.2 o que resultou na obtenção de contigs dos segmentos 

gênicos. Para o alinhamento global dos contigs e dos aminoácidos, utilizou-se o 

programa Clustal X 2.1 com iteração em cada etapa de alinhamento, tendo as 

árvores filogenéticas sido geradas através do programa MEGA Beta 6 e o CLC 

7.5. Os domínios MADS-box de todos os 10 contigs formados foram identificados 

com o auxílio do banco de dados biológicos on-line Pfam. As sequências de 

aminoácidos foram comparadas com o banco de dados Uniprot e Swiss-Prot e 

apresentaram uma alta porcentagem de similaridade com os genes MADS-box de 

outras espécies. Todas as sequências dos aminoácidos traduzidas dos genes 

FUL e SOC1 apresentaram aproximadamente 60 resíduos, incluindo a Metionina 

inicial (ATG- códon iniciador). Para o gene FUL, o genótipo Cariflora não 

apresentou diferença estrutural com a sequência de aminoácidos depositada no 

Phytozome; já os genótipos JS12, SS72/12, Golden e Calimosa apresentaram 

substituições conservativas e não conservativas nas sequências dos 

aminoácidos. Para o gene SOC1, o genótipo SS72/12 não apresentou diferença 

estrutural quando comparado com a sequência de aminoácidos depositada no 

Phytozome. Os genótipos JS12, Cariflora, Golden e Calimosa apresentaram 

substituições conservativas e não conservativas nas sequências dos 

aminoácidos. As sequências dos genes MADS-box utilizadas para a inferência 

filogenética nesse trabalho têm somente um éxon, o domínio SRF, e foram 

classificados como sendo genes MADS-box do tipo I. Para a inferência funcional 

dos genes Tipo I de mamoeiro presentes neste trabalho, análises de expressão 

gênica precisam ser integradas. Os experimentos de bioinformática irão auxiliar o 

direcionamento dos experimentos de bancada, os resultados obtidos podem ser 

futuramente validados via qPCR. 
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ABSTRACT 

 

 

 

FIGUEIREDO, Milene, DSc., Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy 
Ribeiro, March of 2016, Molecular phylogeny of Mad-Box family genes, 
responsible for the development of floral organs of the papaya ( Carica papaya L.). 
Adviser: Telma Nair Santana Pereira.Co-Comitee Members: Messias Gonzaga 
Pereira and Gonçalo Apolinário de Souza Filho.   
 
 
Papaya commercially grown (Carica papaya L.) belongs to the family Caricaceae 

which is divided into 6 genera. The economic importance of Carica genus 

occupies mainly the production of fruit by the single species, C. papaya, widely 

cultivated in the tropics. Floral development is controlled by a complex network of 

interactions between transcription factors, most of them belonging to the MADS - 

box family.To understand the evolution and regulatory mechanisms of sex 

determination of papaya, the identification of genes associated with sex 

chromosomes is extremely important. Due to the importance of this fact, there 

were selected the floral identity genes Supressor of over expression of Constans 

1- SOC1e Fruitfull- FUL, and for phylogenetic analysis. There were used the 

leaves of plants and hermaphroditic papaya genotypes 4 - Sunrise Solo 72/12, 

JS12, Golden and hybrid UENF-Caliman - and leaves of female plants Cariflora 

genotype for the extraction of genomic DNA. Primers for amplification sequence 

analysis of the specific region of the genome and subsequent sequencing were 

constructed using as the main tool Primer3 plus. For sequencing of PCR 

fragments, it was used the equipment ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer. After 

sequencing, it was verified the quality of the sequences in BioEdit Sequence 
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Alignment Editor 7.1.9 and obtaining the contigs used the program 

CodonCodeAligner version 6.0.2. For the global alignment of contigs and amino 

acids, it was used the Clustal X program 2.1 interaction with each alignment step 

and phylogenetic trees were generated using the Beta, Mega CLC 6 and 7.5. 

MADS -box domains of all 10 contigs were identified with the help of biological 

online database Pfam. The amino acid sequences were compared with the 

database and UniProt Swiss-Prot and showed a high percentage of similarity with 

genes from other species. All sequences of amino acids translated from the FUL 

eSOC1 gene showed approximately 60 residues, including the initial Methionine 

(ATG- initiator codon). For the FUL gene, Cariflora genotype didn`t present 

structural difference with the amino acid sequence deposited on Phytozome; 

already the JS12 genotypes SS72/12, Golden and Calimosa presented 

conservative and non- conservative substitutions in the sequences of amino acids. 

For SOC1 gene, SS72/12 genotype showed no structural difference with the 

amino acid sequence deposited on Phytozome. Genotypes OS JS12, Cariflora, 

Golden and Calimosa showed substitutions in sequences of conservative and non-

conservative amino acids. The sequences of the MADS -box genes used for 

phylogenetic inference in this paper has only one exon. For only present the SRF 

domain they were classified as MADS -box genes type I. For Functional inference 

of gene Type I from papaya present in this study, gene expression analysis need 

to be integrated. Bioinformatics experiments will help the direction of bench 

experiments and can validate by PCR, the results obtained by bioinformatics. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

O mamoeiro (Carica papaya) é um membro da família Caricaceae, que é 

composta de 35 espécies divididas em seis gêneros (Badillo 2000; Carvalho e 

Renner 2012; Gschwend et al., 2013). Os membros desta família são conhecidos 

por apresentarem dimorfismo sexual; 32 espécies são dióicas, uma espécie é 

monóica, e duas espécies, incluindo mamão, são trióicas. O gênero Carica é 

diplóide com número básico de cromossomos haplóides igual a 9 (Storey 1941 

citado por Dantas et al., 2002. A análise filogenética revelou que dioicia é o 

estado ancestral da família, e as plantas hermafroditas de mamoeiro evoluíram 

como uma mutação natural de plantas masculinas, provavelmente selecionadas 

por seres humanos por ser considerado fenótipo favorável (Carvalho e Renner 

2012).  

Para entender a evolução e mecanismos reguladores da determinação 

sexual do mamoeiro, a identificação dos genes associados aos cromossomos 

sexuais é de extrema importância. A recombinação genética é suprimida em uma 

região específica entre os cromossomas X e Y ou Yh, e estes cromossomos são 

previstos serem derivados de um par de autossomas (Charlesworth e 

Charlesworth, 1978; Ming et al., 2011). Esta região de recombinação suprimida no 

cromossomo Y ou Yh está prevista para corresponder à região de determinação 

sexual, designada como uma região específica para o sexo masculino no 

cromossomo Y (MSY), ou uma região específica para o hermafroditismo no 

cromossomo Yh (HSY) (Ming et al., 2007). Embora seja claro que as diferenças 
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estruturais nas regiões MSY e HSY entre os três cromossomos sexuais (X,Y Yh) 

sejam responsáveis pela determinação do sexo em mamoeiro, os genes 

envolvidos na determinação do sexo ainda não foram identificados.  

O controle genético do desenvolvimento reprodutivo das plantas tem sido 

amplamente caracterizado em várias espécies ao longo dos últimos anos, 

tornando este processo de desenvolvimento um eficiente sistema para observar a 

evolução ao nível individual dos genes. O desenvolvimento floral é controlado por 

uma rede complexa de interações entre fatores de transcrição, a maioria deles 

pertencente à família MADS-box (Schwarz-Sommer et al., 1990;. Mondragon-

Palomino e Trontin, 2011). 

Duplicação gênica gera cópias redundantes de genes que pode evoluir 

para diferentes direções através de mutações em sua sequência codificante e/ou 

regulatória. A presença de genes duplicados adicionais libera a restrição de 

manter a função original, porque esse papel pode ser garantido pela presença de 

outro gene duplicado ou particionado entre os genes duplicados. As análises 

filogenéticas mostram claramente que o aumento dos genes MADS-box, visto em 

plantas superiores com flores, tem suas origens na duplicação de genes 

(Theissen et al., 1996; Parenicova et al., 2003). A história da duplicação gênica da 

família MADS-box tem sido reconstruída por extensivas análises filogenéticas, e a 

ocorrência de eventos chave de duplicação próxima à origem das angiospermas 

tem ainda implicado a evolução e a diversificação das angiospermas (Kim et al., 

2004; Zahn et al., 2006; Soltis et al., 2007). As duplicações que deram origem à 

maioria dos genes da família MADS-box que controlam o desenvolvimento da flor 

podem ser, em grande parte, atribuídas a vários eventos de duplicação do 

genoma inteiro, que têm sido uma característica regular da evolução da planta 

(Causier et al., 2005; Zahn et al., 2005). Em contraste, as duplicações que deram 

origem, muitas vezes, à mais numerosa classe I genes MADS-box são 

geralmente associadas a eventos de duplicação locais de menor escala (Nam et 

al., 2004).  

Assim, no presente estudo, as sequências gênicas de dois genes da família 

MADS BOX, Supressor of Over expression of Constans 1- SOC1 e Fruitfull- FUL, 

importantes no desenvolvimento floral de plantas, foram sequenciadas nos 

genótipos de mamoeiro Cariflora, Golden, JS12, SS72/12 e Calimosa. O objetivo 

dessa análise, utilizando uma abordagem filogenética, foi estudar a evolução dos 
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genes MADS-Box tipo I em mamoeiro e sua associação funcional, utilizando o 

banco de dados Uniprot e Swissprot com diversas espécies.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Esta pesquisa teve por objetivo fazer a análise filogenética dos genes 

Supressor of Over expression of Constans 1- SOC1 e Fruitfull- FUL, pertencentes 

à família MADS-BOX,dos genótipos de mamoeiro do banco de germoplasma da 

UENF/Caliman®.  

 

2.2. Objetivos Específicos  

 

- Selecionar genes homeóticos da família MADS- BOX no genoma do mamoeiro e 

construir iniciadores específicos para os genes selecionados;  

 

- Selecionar e coletar os cinco genótipos de mamoeiro - Cariflora, Golden, JS12, 

SS72/12 e o híbrido UENF/Caliman 01- na área de plantio comercial da empresa 

Caliman Agrícola S/A, localizada no município de Sooretama/ES; 

 

- Extrair o DNA genômico dos cinco genótipos selecionados; 

 

- Amplificar a sequência gênica dos genes SOC1 e FUL no genoma dos cinco 

genótipos do mamoeiro; 

 



5 
 

 

- Sequenciar os produtos das amplificações dos genes SOC1 e FUL;e 

 

- Fazer as análises das sequências geradas e análises filogenéticas moleculares. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1. Importâncias Socioeconômicas  

A produção mundial de mamão atingiu 12,5 milhões de toneladas em 2013, 

tendo como principais produtores a Índia, Brasil, Indonésia, Nigéria e México. O 

Brasil, segundo maior produtor, respondeu com 12,6% da produção mundial, no 

ano de 2013, produzindo 1,5 milhões de toneladas da fruta, o que dá 

aproximadamente 49,5 mil kg/ha. O maior produtor foi a Índia, com 5,5 milhões de 

toneladas, o que representou 44,1% da produção mundial (FAOSTAT, 2015). 

  O volume mundial de mamão exportado em 2012 foi de 271,8 mil 

toneladas, correspondendo a US$ 209,4 milhões. O México, apesar de ser o 

sexto país maior produtor de mamão, aparece em primeiro lugar como 

exportador, sendo responsável por aproximadamente 40% das exportações. O 

Brasil ocupa a segunda posição, com 9,6% da exportação mundial, seguido da 

Guatemala, com 8,2% (FAOSTAT, 2015).  

O mamoeiro, apesar de ser cultivado em praticamente todo o território 

nacional, é na Bahia e no Espírito Santo que está concentrada a maior produção; 

juntos, esses dois estados respondem com 71% da produção brasileira (IBGE, 

2015).  

A exportação brasileira em 2014 cresceu 17,9% (33,1 mil t), sendo o 

Espírito Santo responsável por 30,4% dessas exportações. O Rio grande do Norte 

aparece como segundo maior exportador, sendo responsável por 26,1% das 

exportações até agosto de 2015, superando a Bahia, que exportou 6.966 

toneladas, com pequena elevação sobre 2013 (MDIC, 2015). 
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Os países maiores importadores são Estados Unidos e Cingapura, juntos, 

representam 63% das importações mundiais da fruta (FAOSTAT, 2015). Portugal 

é o país maior importador de mamão brasileiro, seguido da Espanha, Holanda, 

Reino Unido, Alemanha e Estados Unidos (MDIC, 2015). 

As cultivares de mamoeiro mais exploradas no Brasil são classificadas em 

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

Formosa são adequadas somente à comercialização no mercado interno, 

enquanto as do grupo Solo são comercializadas nos mercados interno e externo 

(Dantas e Castro Neto, 2000). A empresa Caliman tem duas unidades de 

produção, uma no Norte do Espírito Santo, na cidade de Linhares com uma área 

total de 480 ha, e uma unidade no Rio Grande do Norte, nas cidades de Pureza 

(Agreste) e Jandaíra (Semiárido) com área de 150 ha, totalizando 630 ha de área 

total. As variedades plantadas pela Caliman são a Golden,THB, Aliança, os 

híbridos Calimosa e Tainung 01 e outras cultivares híbridas em desenvolvimento, 

não fugindo à media nacional (Toda Fruta, 2015). 

Em uma lista de importância nutricional com 38 frutos considerados 

comuns, o mamão está na primeira posição, tendo como referência a 

porcentagem de ingestão diária recomendada nos Estados Unidos para a 

Vitamina A, C, potássio, ácido fólico, niacina, tiamina, riboflavina, ferro, cálcio e 

fibra (Ming et al., 2008).  

A papaína é uma importante enzima proteolítica, encontrada no látex dos 

frutos verdes, utilizada na indústria têxtil, farmacêutica e de cosméticos, que pode 

ser apresentada nas formas refinada, líquida ou purificada. Em termos de 

evolução, a papaína pode estar associada à proteção ao ataque de predadores 

herbívoros e frutívoros (El Moussaoui et al., 2001). A indústria da cerveja é a 

principal consumidora de papaína, com cerca de 75% da demanda, sendo 

utilizada na clarificação e estabilização da cerveja.   

Muitos compostos químicos biologicamente ativos têm sido isolados do 

mamoeiro e estudados quanto à sua ação. Essas atividades biológicas são 

relatadas em extratos brutos ou em diferentes frações de sementes, folhas, 

raízes, caule cascas e látex e têm sido utilizados na medicina tradicional para o 

tratamento de várias doenças. Têm sido relatadas, com base na pesquisa 

científica, várias propriedades terapêuticas e ações farmacológicas do mamoeiro, 

como propriedades, antimicrobianas (Calzada et al., 2007; Osato et al., 1993), 
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anti-helmínticas (Panse e Paranjpe, 1943; Krishnakumari e Majumder, 1960; Bose 

et al., 1961),  antimaláricas (Bhat e Surolia, 2001), anti-fertilidade masculina e 

feminina (Verma e Chinoy, 2001; Udoh et al., 2005; Kapoor et al., 1974;  

Bodhankar et al., 1974; Adebivi et al., 2002), contra a dengue (Sarala e Paknikar, 

2014) e propriedades bioativas específicas com efeitos anticancerígenos (Nguyen 

et al., 2013). 

Há uma quantidade significativa de trabalhos sobre a atividade biológica e 

possível aplicação destes compostos, portanto, ainda se faz necessária uma 

extensa investigação sobre sua farmacodinâmica, cinética e normalização, 

compreendendo ensaios clínicos adequados, explorando sua utilidade terapêutica 

para combater várias doenças (Krishna et al., 2008). 

3.2. A filogenia da família Caricaceae  

A filogenia molecular é a base para a compreensão da diversidade das 

espécies e alterações ligadas às taxas de diversificação com eventos históricos, 

como, por exemplo, a reestruturação das vias de desenvolvimento, duplicação do 

genoma, ou a dispersão para um novo continente (Mark et al., 2010). De acordo 

com o Angiosperm Phylogeny Group, a ordem Brassicales, grupo monofilético 

pertencente ao clado Rosids, é composta por 14 famílias distribuídas em regiões 

tropicais e subtropicais do mundo (Stevens, 2001; Edger et al., 2015)( Figura 1). 

 

 

Figura 1: Ordem Brassicales, grupo monofilético composto por 14 famílias. 
(Angiosperm Phylogeny Group Adaptado, 2016). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nguyen%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23212988
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Entre as famílias da ordem Brassicales, temos a família Brassicaceae e 

seu clado irmão Caricaceae. A família Brassicaceae compreende mais de 3.600 

espécies, incluindo Arabidopsis thaliana, a primeira espécie a ter seu genoma 

totalmente sequenciado, sendo um organismo modelo de plantas, incluindo a 

genética do desenvolvimento, ritmo circadiano e muitos outros aspectos da vida 

da planta (The Arabidopsis Genome Initiative 2000; Müller e Grossniklaus, 2010). 

A família Caricaceae é uma pequena família de plantas, que compreende cerca 

de seis gêneros e 35 espécies (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Família Caricaceae compartilha um ancestral comum com a família 
Brassicaceae, aproximadamente há 72 milhões de anos.   

 

A filogenia da família Caricaceae indica que sua origem foi na África e sua 

introdução nas regiões neotropicais foi por dispersão a longa distância há cerca 

de 35,5 milhões de anos, tudo indicando que a família Caricaceae atingiu a 

América do Sul e a América Central há cerca de 27 milhões de anos (Badillo, 

1971). Nas regiões neotropicais, a família Caricaceae começou a se diversificar 

sendo que nessa região ainda ocorrem todos os gêneros. A família Caricaceae 

tem uma distribuição anfiatlântica, com duas espécies na África Tropical e 33 

espécies na América Central e América do Sul.  

Carica papaya, a única espécie do gênero Carica, é natural da região 

Neotropical, em um limite de alcance que vai do norte da Flórida ao sul do 

Paraguai (Badillo, 1971). A forma silvestre do mamoeiro tem frutos muito menores 

e arredondados (máximo de 7 cm de diâmetro quando maduros) com mesocarpo 
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muito mais fino (menos de 1 cm) do que a forma cultivada. As espécies silvestres 

foram encontradas somente nas planícies da América Central a partir de Yucatán, 

no México, ao sul de Belize, Guatemala oriental e Costa Rica (Coppens 

d‟Eeckenbrugge et al., 2007).  

3.3 O gênero Carica 

O gênero Carica tem somente uma espécie, Carica papaya L., que por 

motivo de alguns fatores como ampla distribuição pelos espanhóis, grande 

capacidade de adaptação às condições ambientais nas regiões tropicais e 

subtropicais e por não existir nenhuma evidência arqueológica direta disponível, é 

bastante difícil definir uma origem precisa para a espécie (Badillo, 2000; Fuentes 

e  Santamaría, 2014). A região Neotropical é o centro de origem de importantes 

culturas tropicais, e tem sido sugerido como sendo uma boa candidata para ser 

também o centro de origem do mamoeiro (Harlan, 1971). 

 Várias populações silvestres de mamoeiro foram observadas em locais 

isolados e despovoados no sul do estado de Yucatán, México, sul de Belize e 

Guatemala oriental. Em Yucatán,n a maior parte das áreas de plantio do 

mamoeiro, predomina a cultivar Maradol, importada de Cuba, que tem 

características morfológicas muito distintas dos mamoeiros das populações 

encontradas ao sul do estado (Coppens d‟Eeckenbrugge et al., 2007; Fuentes e  

Santamaría,  2014). 

Em áreas classificadas como sendo centro de origem das espécies, 

parentes silvestres fornecem alimentos para as comunidades sendo uma 

importante fonte de renda, pois eles têm genes úteis para aumentar a 

produtividade e melhorar a qualidade nutricional das frutas (IPGRI 1993). 

É difícil indicar o local onde o mamoeiro foi domesticado (Fuentes e  

Santamaría  2014). Vários estudos incluem o mamoeiro na lista de plantas que os 

povos Maias teriam usado em seus sistemas agrícolas bem desenvolvidos (de 

Oviedo, 1959; Dunning et al., 1998; Terán e Rasmussen 1995; Colunga-García 

Marín e Zizumbo-Villarreal 2004), indicando que papaia (ou "Puut", "colocar" em 

Maia) foi cultivado no México e Belize, antes da chegada dos espanhóis. 

Certamente, os Maias da planície tornaram-se uma civilização muito bem- 

sucedida, sendo uma sociedade agrícola, aparentemente, desde pelo menos 

1300 a. C. (Pope et al., 2001).  
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A introdução da forma silvestre do mamoeiro no Brasil aconteceu na costa 

nordestina, por intermédio dos portugueses, no final do século XVI, de onde eles 

o difundiram para a África e, juntamente com os espanhóis, para a Índia (Ctenas 

et al., 2000). Na década de 1970, a cultura do mamoeiro no Brasil, bastante 

restrita a pomares domésticos e a pequenas propriedades, sofreu um impacto 

marcante pela introdução das variedades do grupo Solo, originadas do Havaí 

(EUA), com frutos pequenos, um sabor mais doce e com polpas mais alaranjadas, 

diferentes dos frutos amarelos e de sabor insípido, pouco apreciado. Essa 

introdução ocorreu inicialmente no Estado do Pará, e esses frutos se tornaram 

conhecidos rapidamente em todo o País como papaia, mamão papaia, mamão do 

amazonas, mamão do Pará ou mamãozinho (Dornelles, 2008). 

3.4.  Cromossomo sexual e biologia floral da família Caricaceae  

Dos nove pares de cromossomos do mamoeiro, sete são metacêntricos e 

dois submetacêntricos (Damasceno Junior et al., 2010; Ming et al., 2008). Os 

cromossomos são pequenos com morfologia uniforme, tornando difícil sua 

diferenciação. Nos primeiros estudos de determinação sexual, essa uniformidade 

gerou dificuldades na identificação dos cromossomos sexuais (Wai et al., 2010). 

Em uma investigação inicial, observou-se uma separação precoce entre um par 

de cromossomos durante a anáfase I da meiose de uma célula mãe de grão de 

pólen em plantas masculinas e hermafroditas (Kumar et al., 1945).  

O sexo das plantas de mamoeiro é geneticamente controlado por uma 

região ligada ao sexo, que se comporta como um cromossomo sexual XY (Liu et 

al., 2004), mas a expressão fenotípica de sexo em mamoeiro é influenciada por 

fatores ambientais, incluindo a temperatura, estado nutricional e umidade (Awada 

e Ikeda, 1957; Awada, 1958). A masculinidade e o hermafroditismo são 

controlados por regiões do cromossomo Y, que apresenta poucas diferenças em 

função do sexo; em plantas hermafroditas, utiliza-se a nomenclatura Yh ou HSY, e 

em plantas masculinas, o Y ou MSY. A região correspondente ao cromossomo X 

é de apenas 3,5 Mb, e ambas as regiões HSY e MSY são de aproximadamente 

8,1 Mb.  A recombinação das regiões Y e Yh com o cromossomo X é suprimida 

para que regiões específicas do sexo possam ser definidas (Wang et al., 2012). 

Qualquer combinação dos cromossomos Y e Yh (YY, YYh, ou YhYh) é 

inviável, e os embriões abortam 25-50 dias após a polinização, sugerindo que os 
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tipos de cromossomos Y são semelhantes e que em ambos falta um gene 

essencial, que é funcional no cromossomo X (Yu et al., 2008).  

Populações de mamão silvestres são dióicas, com metade das plantas 

masculina e metade feminina, enquanto o mamoeiro cultivado é 

predominantemente ginodioicos, com dois terços de plantas hermafroditas e um 

terço de plantas femininas, embora existam variedades dioicas (Colunga-García 

Marín e Zizumbo-Villarreal, 2004). A diversidade das formas florais observada no 

mamoeiro pode ser dividida, basicamente, em três tipos bem diferenciados: flor 

hermafrodita, que caracteriza as plantas hermafroditas; flor estaminada, que 

caracteriza as plantas masculinas; e flor pistilada, que caracteriza uma planta 

feminina típica (Storey, 1941). De acordo com Hofmeyr (1939) e Storey (1941), 

podem ocorrer alterações nos tipos florais, causadas, principalmente, por fatores 

genéticos e ambientais. A amplitude dessa transição de sexos é dependente da 

variedade, idade da planta e do ambiente (Storey, 1941).  

As flores femininas são consideradas estáveis, unissexuais e pistilo 

pentacarpelado com ausência total do órgão masculina. As flores masculinas são 

unissexuais, com um pistilo rudimentar e ausência de estigmas e 5 pares de 

estames. Os estames da flor masculina são órgãos florais estáveis, ao contrário 

do pistiloide, que, por condições adversas de temperatura, se desenvolve 

podendo ocorrer, assim, autofecundação e, consequentemente, produção de 

frutos.  

As flores hermafroditas são bissexuais, com duas séries de cinco estames 

cada uma, pistilo normalmente pentacarpelado. Em alguns casos, anteras e 

estigmas localizam-se numa mesma altura, o que pode permitir a ocorrência de 

autofecundação, porém as anteras podem se localizar abaixo do estigma, 

reduzindo as chances ocorrer este processo (Hofmeyr, 1939). A reversão sexual 

em plantas com flores hermafroditas ocorre nos estádios iniciais de 

desenvolvimento do carpelo em que há a diferenciação do órgão feminino, mas 

ele não se desenvolve. Um dos principais motivos para ocorrer esta anomalia é o 

aumento da temperatura. A flor hermafrodita passa a ter característica de flor 

masculina, com presença de um carpelo rudimentar (Storey, 1941). 
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3.5. Genes MADS-Box em plantas 

Os genes MADS-box codificam proteínas com um domínio de ligação ao 

DNA altamente conservado, aproximadamente 180 nucleotídeos na região N-

terminal, denominado MADS. O domínio MADS tem aproximadamente 60 

aminoácidos e reconhece uma sequência específica [CC(A/T)6GG] denominada 

CArG-box, na região regulatória de seus genes alvo (Hayes et al., 1988; Shore e 

Sharrocks, 1995; Khan et al., 2012).  

Fatores de transcrição com domínio MADS estão envolvidos no controle de 

muitos processos do desenvolvimento de plantas com flores, processos que vão 

desde o desenvolvimento do saco embrionário e do grão de pólen até o 

desenvolvimento da raiz, flor e fruto (Gramzow et al., 2010; Becker e Theissen, 

2003). 

 A acronímia MADS é derivada dos quatro membros fundadores desta 

família de genes: MINICHROMOSOME MAINTENANCE 1 de Saccharomyces 

cerevisiae, AGAMOUS da Arabidopsis thaliana, DEFICIENS de Antirrhinum majus 

e SERUM RESPONSE FACTOR de Homo sapiens (Messenguy e Dubois, 2003; 

Schwarz-Sommer et al., 1990). A expansão e diversificação de genes MADS-box 

em plantas está intimamente ligada à evolução de novas estruturas, tais como 

flores, frutas e sementes (Theissen et al.,, 2000). 

  As análises filogenéticas mostraram que a duplicação do gene MADS-box 

ancestral ocorreu antes da divergência de plantas, animais e fungos, dando 

origem a duas linhagens, caracterizadas como tipo I e tipo II (Alvarez-Buylla et al., 

2000).  Dados sugerem que os MADS-box se originaram de uma sequência de 

DNA que codifica uma região da subunidade A da enzima topoisomerase IIA 

(Gramzow L. et al., 2010). Em plantas, como resultado de uma duplicação e 

posterior divergência, surgiram dois tipos de genes MADS-box, denominados tipo 

I e tipo II, sendo estes grupos distinguidos pela estrutura do domínio, taxas de 

evolução, função do desenvolvimento e do grau de redundância funcional. 

Genes MADS-box do Tipo I, correspondente ao grupo de genes Mγ, Mβ e o 

Mα, apresentam um ou dois éxons e ausência do domínio K nas proteínas. 

Estudos permitiram demonstrar que os genes pertencentes a esse grupo têm 

funções relacionadas com a gametogênese feminina e com o desenvolvimento de 

sementes (Wuest et al., 2010).  
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Genes MADS-box do Tipo II, atuam principalmente no desenvolvimento 

floral, embriogênese e no desenvolvimento do fruto (Kaufmann et al., 2005). Este 

grupo é caracterizado por uma região conservada chamada de MIKC com quatro 

domínios característicos- MADS de ligação ao DNA (M), Intermediário (I), 

queratina-like (K) e carbox terminal (C)- distribuídos desde a região amino-

terminal (N) até a região carboxi-terminal da proteína sendo responsáveis pela 

conformação e especificidade funcional das proteínas MADS-box (Henschel et al., 

2002; Parenicova et al., 2003; Robles e Pelaz, 2005). Genes MADS-box do Tipo II 

apresentam em média sete éxons (De Bodt et al., 2003). 

Com base nas características estruturais desse domínio, os genes MADS-

box do tipo MIKC foram divididos em MIKCc (forma canônica) e MIKC*, que 

apresenta alterações no domínio K, possivelmente pela duplicação de éxons 

desta região, formando uma rede de interações de proteínas responsável pela 

maturação do pólen (Adamczyk e Fernandez, 2009). Genes com funções 

similares e com padrões de expressão similares em diferentes espécies estão 

geralmente relacionados e pertencem ao mesmo subtipo de genes MADS-box 

(Becker e Theissen, 2003).  

  Duplicações em grande escala podem favorecer a manutenção dos genes 

Tipo II, principalmente pelo fato de esses genes apresentarem subunidades 

proteicas como o domínio K, que facilita as interações proteína–proteína, o que 

pode não ocorrer se a duplicação for em pequena escala ou tandem (Freeling et 

al., 2009; Edger et al., 2009). Duplicação gênica é um processo crucial na 

diversificação e adaptação biológica. Genes duplicados representam adição de 

variabilidade sob a qual uma combinação de mutação e seleção natural pode 

levar ao surgimento de novas funções (Alvarez-Buylla et al., 2000; Lawton-Rauh, 

2003) 

Em um estudo com 17 espécies com o genoma sequenciado foram 

identificados 2.060 genes MADS-box, dos quais 1.057 foram classificados como 

tipo I e 990, como tipo II. Solanum tuberosum é a espécie que tem maior número 

de genes MADS-box, tem sido identificados um total de 265, dos quais 173 genes 

pertencem ao MADS tipo I e 86 são do tipo II. 

Apesar de o conteúdo gênico do Carica papaya ser considerado pequeno 

pelo tamanho do seu genoma, quando comparado com Arabidopsis, o número de 

genes MADS identificados foi surpreendente, sendo que, dos 262 genes MADS-
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box identificados, 229 são genes do tipo I e somente 30 são genes do tipo II 

(Gramzow et al., 2010; Ming et al., 2008). 

 

 

3.6. Redes reguladoras de genes no desenvolvimento floral 

 

Os processos relacionados ao desenvolvimento da planta são controlados 

por redes fortemente coordenadas de reguladores, conhecidos como redes 

reguladoras de genes (RRG), que ativam e reprimem a expressão do gene dentro 

de um contexto espacial e temporal (Jacob e Monod, 1961; Hart, 2002).  

Em Arabidopsis thaliana, os principais componentes dos RRG que 

controlam os principais processos de reprodução das plantas, tais como a 

transição floral e a especificação da identidade órgão floral, foram identificados 

pela primeira vez em mutantes funcionais que perderam a função que afeta esses 

processos do desenvolvimento (Blázquez et al., 2006). Grande parte desses 

genes reguladores codifica fatores de transcrição (FTs), muitas vezes membros 

da família MADS-box (Pajoro, 2014).  

A transição do desenvolvimento vegetativo para o reprodutivo em plantas 

é regulada por sinais endógenos e estímulos ambientais (Borner et al., 2000). 

Várias vias genéticas, incluindo fotoperíodo, via autônoma, vernalização e vias 

induzidas por giberelina, convergem em um pequeno conjunto de genes centrais 

reguladores da floração, que, em Arabidopsis thaliana, FLOWERING LOCUS T 

(FLT), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) e 

LEAFY (LFY), integram esses sinais das múltiplas vias para promover a transição 

da floração (Boss et al., 2004; Sung e Amasino, 2004)  

CONSTANS (CO) e FLOWERING LOCUS C (FLC) agem 

antagonicamente regulando florescimento. FLC atua como repressor da floração e 

medeia as vias autônomas e de vernalização, enquanto CO é um ativador da 

floração e medeia a via do fotoperíodo. CO e FLC juntos regulam a expressão de 

genes da via de integradores da floração FLOWERING LOCUS T (FLT), 

SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), e LEAFY 

(LFY) (Borner et al., 2000; Samach et al., 2000). Esses genes integradores da 

floração podem ativar outra classe de genes, conhecidos como genes de 

identidade do meristema floral, tais como APETALA 1 (AP1), FRUITFUL (FUL), 

CAULIFLOWER (CAL), LYF e SEPALLATA 4 (SEP4). As atividades desses 
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genes de identidade floral promovem a transição dos meristemas vegetativos em 

meristemas reprodutivos pela regulação de uma terceira classe de gene, que são 

os genes de identidade dos órgãos florais. Esses genes controlam diretamente a 

identidade floral, promovendo o desenvolvimento sequencial dos primórdios 

florais em cada verticilo floral (Tan e Swain, 2006).    

 As múltiplas vias que controlam o tempo de floração podem ser divididas 

em duas rotas: a rota que promove a indução floral, que inclui sinais ambientais e 

endógenos, e a rota que possibilita a indução floral, que atua na regulação da 

habilidade do meristema em responder a distintos sinais como vernalização, 

estádio de desenvolvimento e via autônoma. As vias que promovem à indução 

floral irão ativar a expressão dos genes integradores da floração, e a via que 

possibilita a indução floral pode aumentar ou diminuir a eficácia dos repressores, 

e consequentemente, inibir ou promover o florescimento (Boss et al., 2004).   

 O crescimento vegetativo em Arabidopsis é mantido pela repressão 

da função dos genes do florescimento. O gene SHORT VEGETATIVE PHASE 

(SVP) é um repressor que interage com FLC para reprimir diretamente a 

expressão SOC1 (Li et al., 2008) e, com isso, regular o tempo do florescimento 

pela manutenção do crescimento vegetativo. O gene TERMINAL FLOWER 1 

(TFL1) é outro importante repressor que atrasa o florescimento e regula o 

desenvolvimento da planta pela manutenção do estádio indeterminado do 

meristema de inflorescência, inibindo a formação das flores (Shannon e Meeks-

Wagner, 1991). Ao iniciar a floração, as interações entre os genes específicos do 

florescimento e genes requeridos para a manutenção do meristema, entre eles o 

gene WUSCHEL, garantem que as florações em Arabidopsis irão se desenvolver 

mantendo sua integridade estrutural e funcional nos quatro verticilos (Laux et al., 

1996).  

3.7. Bioinformática e Análises Filogenéticas no Melhoramento de Plantas 

Filogenia é o estudo da relação evolutiva entre grupos de organismos. A 

evolução é considerada um processo de ramificação e pode ser visualizada em 

uma árvore filogenética (Hennig, 1966). Cada ramo representa a persistência de 

uma linhagem genética através do tempo, e cada nó representa o nascimento de 

uma nova linhagem (Yang e Rannala, 2013). Uma maneira pela qual as plantas 

podem responder rapidamente a mudanças ambientais externas é modificando a 

expressão dos genes envolvidos no crescimento e em outros processos. Portanto, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81rvore_filogen%C3%A9tica
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compreender como isso acontece irá nos ajudar a melhorar a capacidade de 

sobrevivencia de algumas culturas quando expostas à seca ou a outras condições 

ambientais extremas (Ahuja et al., 2010; Weston et al., 2008).  

O estudo da morfologia floral no contexto evolutivo tem sido sustentado 

pela análise genética, que permite compreender os mecanismos moleculares 

envolvidos na formação dos órgãos na planta e na evolução destas estruturas 

(Richards et al., 2009). A organização de grande parte das proteínas é hierárquica 

sendo dispostas em grupos denominados famílias e superfamílias, e essa 

organização reflete um processo ancestral e contínuo de duplicação e divergência 

gênica (Thornton, 2002). Os genes responsáveis por controlar o desenvolvimento, 

na maioria das vezes, são os genes Homeóticos e pertencem a um número 

limitado de famílias multigênicas que codificam fatores transcricionais. Os genes 

homeóticos são altamente conservados e tendem a compartilhar funções 

similares na morfogênese das flores. A grande maioria dos genes homeóticos 

florais pertence à família gênica MADS-box (Theissen et al., 2000). 

Com as quantidades cada vez maiores de dados biológicos, a integração 

com a tecnologia da informação tornou-se essencial. A contribuição da 

bioinformática para o desenvolvimento genômico funcional de plantas é 

fundamental. A identificação e a determinação da posição filogenética dos genes 

MADS-box em espécies vegetais permitem a formulação de hipóteses sobre o 

desenvolvimento morfológico destas espécies e a função de seus respectivos 

genes. O conhecimento do conjunto completo de genes MADS-box ao longo da 

planta permitirá uma compreensão mais profunda da evolução dos principais 

grupos de plantas da terra, e principalmente das estruturas que os define 

(Gramzow e Theißen, 2013). 

Tecnologias como a genômica, proteômica e a bioinformática vêm 

contribuindo para a aceleração do conhecimento científico. Tecnologias de 

sequenciamento de DNA tornaram-se técnicas essenciais para diversas áreas da 

ciência, trazendo benefícios para as áreas de conhecimento que abrangem 

arqueologia, antropologia, genética, microbiologia, biotecnologia, biologia 

molecular e ciências forenses, entre outras . 

As tecnologias de sequenciamento de nova geração, conhecidas como 

plataformas NGS, revolucionaram a biologia moderna ao permitir o 

sequenciamento de genomas completos de forma mais rápida, por meio do 
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sequenciamento em paralelo, e a custos mais baixos (Glenn, 2011). O 

sequenciamento por Sanger continua sendo a tecnologia que gera dados com 

maior qualidade, sendo ainda muito utilizado para detectar pequenas mutações 

nos genomas, os SNPs. Nos estudos de taxonomia e identificação de espécies, 

essa metodologia é extensamente utilizado através do sequenciamento da região 

ITS do DNA ribossomal (Chen et al., 2001). 

Muitos projetos de sequenciamento genômico têm sido realizados com o 

objetivo de compreender melhor os sistemas biológicos. Genomas completos de 

plantas já foram totalmente sequenciados, como a A. thaliana (A. thaliana 

Genome Initiative, 2000), Carica papaya (Ming et al., 2008), Coffea canephora 

(Denoeud et al., 2014), Humulus lupulus (Natsume et al., 2015), Glycine max 

(Schmutz et al., 2010), Theobroma cacao (Argout et al., 2011), Populus 

trichocarpa  (Tuskan et al., 2006), Oryza sativa (International Rice Sequencing 

Project, 2005), Melancia (Shaogui et al.,  2013), Dendezeiro (Singh et al., 2013)  

gerando uma grande quantidade de informações. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

4.1. Material Genético 

O material vegetal utilizado no experimento foram folhas de plantas já 

sexadas, hermafroditas, de quatro genótipos de mamoeiro - Sunrise Solo 72/12, 

JS12, Golden e híbrido UENF-Caliman 01 - e femininas do genótipo Cariflora. As 

variedades estavam plantadas na área de plantio comercial na fazenda Caliman 

Agrícola S/A, localizada no município de Sooretama/ES (Latitude: 19º 11' 49" S; 

Longitude: 40º 05' 52" O).   

A variedade „Sunrise Solo 72/12‟ é procedente do Havaí, EUA, e, por 

meio de seleção massal, foi introduzida em 1986 nas fazendas Experimentais de 

Linhares e Viana, pela antiga Empresa Capixaba de Pesquisa Agropecuária 

(EMCAPA). Essa variedade é conhecida comumente como mamão Havaí, 

amplamente disseminada nas regiões produtoras do Espírito Santa.  

A variedade „Golden‟ é uma variedade brasileira oriunda de uma mutação 

da linhagem “Sunrise Solo”, selecionada pela Caliman Agrícola S/A no município 

de Linhares-ES. Apresenta frutos e plantas de coloração verde-clara.  

A linhagem „JS12‟ foi selecionada pela Empresa Baiana de 

Desenvolvimento Agrícola para a região do Recôncavo Baiano. Em 1998, foi 

introduzida no banco de germoplasma da UENF, por meio de sementes 

provenientes da Embrapa Centro Nacional de Pesquisa da Mandioca e 

Fruticultura, de Cruz das Almas, BA.  
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„UENF-Caliman 01‟ é o primeiro híbrido desenvolvido no Brasil pela UENF 

e Caliman Agrícola S/A, no município de Linhares – ES, para as regiões norte e 

noroeste fluminense e norte litorâneo do Estado do Espírito Santo. O híbrido é 

resultante do cruzamento de „Sunrise Solo 72/12‟ com o „JS12‟.  

„Cariflora‟ é uma variedade dióica tolerante ao Papaya ringspot vírus 

(PRSV). Resultados obtidos por Conover & Litz (1979) sugerem que o caráter 

tolerância tem herança poligênica. Estes autores consideram possível o 

desenvolvimento de cultivares tolerantes ao vírus, com resistência horizontal, 

como uma alternativa para reduzir as perdas no cultivo.  

4.2 Extração do DNA genômico  

Foram coletadas cinco folhas de cada genótipo de mamoeiro e 

armazenadas no -80°C.   Um total de 150 mg de amostra macerada foi utilizada 

para a extração DNA total, utilizando o kit Qiagen, seguindo recomendações do 

fabricante. Para a quantificação do material extraído, utilizou-se o NanoDrop ND-

100 (Thermo-Fisher Scientific) com leituras de absorbância na faixa de 230, 260 e 

280nm. Para análise da qualidade, foi aplicado 1µL de DNA genômico em gel de 

agarose (1,5%), corado com Gel Red® e azul de bromofenol. Após as análises 

preliminares de qualidade, o material extraído foi armazenado no freezer a -20°C. 

4.3 Seleção de genes homeóticos e desenvolvimento de primers 

Em uma análise previa, foram identificadas 76 sequências de 

aminoácidos com o domínio MADS-box no genoma do mamoeiro.  A classificação 

dessas 76 sequências foi feita por sucessivos alinhamentos entre aminoácidos de 

Arabidopsis e Carica papaya no programa de CLUSTALW, com parâmetros 

prédefinidos (Figueiredo, 2012). 

Os iniciadores para análise de sequenciamento foram construídos 

utilizando como ferramenta principal o software PRIMER3 plus (Rozen e 

Skaletsky, 2000) e para a avaliação os programas NetPrimer (Premier Biosoft 

Internacional) e OligoExplorer 1.4 Beta (Gene Link). Os seguintes parâmetros 

físico-químicos desejáveis nos iniciadores foram respeitados: ausência de 

formação de “hairpin” e dímeros, baixa complementaridade interna, estrutura 

secundária ausente ou restrita, baixa estabilidade da extremidade.  
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Os iniciadores foram desenhados com uma distância média aproximada 

de 150pb, do início da sequência gênica e do final para assegurar o 

sequenciamento completo da sequência codificante. 

4.4 Reação em cadeia da polimerase - PCR  

O DNA extraído das amostras de folha do mamoeiro foi utilizado como 

molde na reação em cadeia da polimerase para a amplificação das regiões 

determinantes dos possíveis genes MADS-box do mamoeiro.  

Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel MetaPhor 

1% (m/v), sob corrente elétrica de 100v, em tampão TAE (1mm EDTA pH 8,0; 

40mm Tris pH8,0; 20mm de ácido acético), por 60 minutos, utilizando como 

referência a escala 1kb DNA ladder (Kasvi). As amostras foram coradas com Gel 

Red® (Uniscience) e visualizados sob luz UV e as imagens capturadas, pelo 

fotodocumentador.  

Amostras de 60ng do produto de PCR com seus respectivos primers 

foram enviadas para a ACTGene Análises Moleculares de sequenciamento 

utilizando o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

Foram enviadas amostras em triplicata de ambas, juntamente com os respectivos 

primers.  

4.5 Análises das sequências  

As regiões iniciais e terminais das sequências diretas e reversas foram 

editadas em ambas as fitas em triplicata com a ajuda do BioEdit Sequence 

Alignment Editor 7.1.9.  

As sequências foram analisadas no programa CodonCode Aligner ,versão 

6.0.2, para a obtenção dos contigs. 

4.6 Análises Filogenéticas moleculares 

Para o alinhamento global dos contigs e dos aminoácidos, utilizou-se o 

programa Clustal X 2.1(Thompson et al.,1997), com iteração em cada etapa de 

alinhamento. As árvores filogenéticas foram geradas pelo programa MEGA Beta 6 

(Molecular Evolucionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2007) e o CLC 7.5 

(Genomics Workbench Portal). As árvores filogenéticas para as sequências de 

nucleotídeos foram elaboradas pelos métodos de Neighbor-Joining (NJ) e, para 
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dar suporte aos clados obtidos, empregou-se o teste de bootstrap (Felsenstein, 

1985), utilizando-se 10.000 réplicas. Para os métodos NJ, utilizou-se o modelo 

evolutivo com base no método JTT (Jones et al., 1992). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

5.1 Coleta do material vegetal e extração do DNA genômico 

A extração de DNA é o primeiro passo na utilização de técnicas 

moleculares. Este processo é parte fundamental para se obter alta eficiência de 

amplificação nos protocolos que usam a Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR). A integridade do DNA genômico extraído foi conferida por eletroforese em 

gel de agarose 1%,- Figura 3 – tendo sido constado que não houve contaminação 

por RNA. 

 

Figura 3: Extração do DNA genômico dos cinco genótipos do banco de 

germoplasma de  mamoeiro, em gel de agarose 1%. 1: UENF Caliman 01, 2: 

JS12, 3: Sunrise Solo, 4: Golden e 5 : Cariflora 

 
 

5.2 Iniciadores utilizados nas análises 

Em razão da importância no desenvolvimento e identidade floral, os 

possíveis genes MADS de mamoeiro, FUL/Agamous like 8  e SOC1/Agamous like 

20, foram selecionados para o desenvolvimento desse trabalho. As sequências de 

  1         2           3         4          5 
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nucleotídeos, referentes aos genes MADS-box que foram retiradas do 

Phytozome, estão descritas na Figura 4 e, marcado em azul, está o CDS 

(sequência codificadora) da sequência genômica.  

Phytozome é uma plataforma genômica comparativa de plantas do 

Departamento de Energia dos Estados Unidos e do Instituto de Pesquisa Joint 

Genome. Atualmente, o Phytozome v.11 fornece acesso a 58 genomas de plantas 

que foram sequenciadas e anotadas, dos quais 52 foram agrupados em famílias 

gênicas. Cada gene tem sido anotado utilizando plataformas como PFAM, KOG, 

KEEG, PANTHER e GO. O genoma do Carica papaya está depositado no 

Phytozome e tem aproximadamente 135 Mb dispostos em 4114 contigs. Em 

relação aos genes MADS- box, as sequências depositadas não têm o domínio 

Keratin-like (K) responsável por interações proteína-proteína bem definidas. A 

sequência depositada no banco de dados Phytozome para ambos os genes 

apresenta somente um único éxon referente ao domínio MADS (M) altamente 

conservado SRF. 

A tabela 1 mostra as sequências dos iniciadores dos genes MADS-BOX 

utilizados para a amplificação 

 

Gene SOC1 Gene FUL 

GGTGTATGTGTAGGCACTGTTTAGTTGCTCAA

AATTTCAGGTTCTTTTGTGTTGATTTCTTTCT

TAAATTTCTTTCGCCTTCATTTTTTACTCTCT

TGAGCAATAAAACAAGATCTGGGGGGTTTTTT

GCATCTGACTTGGTTGACTTTCTTTAGTACTA

TCCTTAATCTCTTACTTTGCACACCTTCTCTT

TGTTGATAAGAAAATCAAATATGCATTGAAGA

GCTTCTTAATTTGCTTTCTTTAGTGTGTTGTG

TGTTAAATTTTAGTCTTTGTTTCACTCTATGA

CATACAAGTAAGTTGGTGTATATATATATATA

TATATATAGATGAGGTTGAATATTTTCTTTTG

TTGTTCAAAAGGTTGTAAAGATGGTGAGAGGG

AAGACACAAATGAAGCGGATAGAGAATGCTAC

AAGCCGGCAAGTGACCTTCTCCAAGCGCAGAA

ATGGTCTGCTGAAGAAAGCATTTGAGCTTTCA

GTTCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCAT

CTTTTCTCCCAGAGGAAAGCTCCATGAATTTG

CGAGTGCAAGGTCTCATAACTCTTTAACCTTC

TATCTTTTCCTGTTCATTAATTGATTATCTCT

TATTAATTCAATCACTATATTCTTTTGCAATA

TTCATTGTACATATATGTATACGTATATGATC

TGACATTACTCACTTTTATTTTAACACACGCA 
 

TTTTGCTTCTCAAACAGCAAAAACCAGTACGA

AAGTAGAAACCTTTCTATATTTGCCATATCCA

TCACTATATTCCCCACTCTTTCATCAATTCTT

CTTTCTTCCTCTCCTGGGTCTTGTTCCTTTAT

GCCAAAAAAGATGGCGAAACTTTAGGGTTCCT

TCAATCCTTGTTTGCCTGGTGAGAAAATTAGA

AGGAAACTAAGAGAGGGGAAGGAGAGAGAGAG

AGAGGTGGGTAAATGGGGAGAGGAAGGGTTCA

GTTAAAACGGATCGAGAACAAGATCAGCAGAC

AAGTAACTTTTTCCAAGAGGAGAACCAGTTTA

CTCAAGAAGGCTCATGAGATCTCCGTGCTGTG

CGAAGCTGATGTTGCTCTGATTGTCTTCTCCA

CCAAAGGAAAGCTCTATGAGTACTCTACTGAT

TCAAGGTTTGTTCTTTTTTTCTTCTCCTTTCA

TACATAAATTCTTTACCTTTACCTGGTATCTG

CTTATTCTTTAACTGTTTTTAACTTATTTGCT

GCTTTTCTACCTCTGGGTTTTTGTTATAATTA

TGTTTTTTTCGTGGGTCTTCAAACTATACTTG

GTTCTTTTTTCTTTTTCCGTACAATGTCATGG

AAAAAC  

 

 

Figura 4: Sequências genômicas dos possíveis genes SOC1 e FUL retiradas do 
banco de dados Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Em 
azul está o CDS da sequência.  

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
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Tabela 1: Iniciadores dos genes MADS box de mamoeiro, construídos pelo 

PRIMER 3 plus, referentes aos possíveis gene SOC1 e ao gene FUL de 

mamoeiro.       

Contig Sequência do primer (5`- 3`) 
Tamanho do 

fragmento 
(pb) 

Gene 

evm.TU.supercontig_18.166  R CTTTGCACACCTTCTCTTTGTTG 580 Soc1 

evm.TU.supercontig_18.166  F CATGGAAACCCAGGAGCTACG   

evm.TU.supercontig_14.223  R GACAGCACATGCCCCAGTT 840 FUL 

evm.TU.supercontig_14.223  F GCTTTTCGGTCAGCTGCAG   

 
 
5.3 Reações em cadeia da Polimerase PCR 

É possível observar que os fragmentos de DNA das amostras foram 

amplificados e exibiram especificidade satisfatória. Os iniciadores específicos 

para o gene SOC1 amplificaram um produto de aproximadamente 580pb, e os 

iniciadores específicos para o gene FUL amplificaram um produto de 

aproximadamente 840pb. O tamanho do fragmento gerado após a reação de PCR 

está condizente com o tamanho do fragmento descrito na construção pelo 

programa primer 3 plus (Figura 5). 

 

Figura 5: Produtos de amplificação dos genes SOC-1 (Gene 2) e do FUL (Gene 4)  
em gel  Methaphor 1%. Foram aplicados 1 µL do produto e 2 µL do Ladder 
1000pb KASVI (100-3000pb). 
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A quantidade de material de partida (DNA molde) para a reação de 

sequenciamento é extremamente crítica para a obtenção de boas sequências. As 

quantidades variam de acordo com o tamanho dos fragmentos que se pretende 

sequenciar.  

Após a amplificação dos fragmentos específicos, as amostras foram 

quantificadas no nanodrop e diluídas na concentração 30 -60ng, estipulada pela 

empresa ACTGene Análises Moleculares.  

5.4 Sequenciamento e análises de bioinformática  

Destaca-se que ao longo da primeira etapa de trimagem dos dados o mais 

importante é identificar os iniciadores para localizar e delimitar o início e o fim da 

região gênica.  

Identificando a região dos primers e retirando as sequências adjacentes ao 

fragmento amplificado, iniciou-se a formação dos contings para posterior 

montagem. Com o auxílio do  CodonCode, formou-se um contig com as três 

sequências Forward  e um contig com as três sequências Reverse para cada 

genótipo analisado. Ambos os contigs, Forward e Reverse, de cada gene foram 

alinhados e montados, formando assim um único contig de sequências 

nucleotídicas com o tamanho de 580pb para o possível gene SOC1 e com 840 pb 

para o possível gene FUL em cada genótipo. No final das análises de trimagem e 

montagem, formou-se 10 contigs.  

Os domínios MADS –box de todos os dez contigs foram identificados com 

o auxílio do banco de dados biológicos on-line Pfam. A sequência de aminoácidos 

dos CDS foi separada e comparada com o banco de dados Uniprot e Swiss-Prot. 

Sequências com identidade maior que 70% e um e-value variando de -40 a -29 

foram separadas para a análise filogenética. A montagem em nível de 

nucleotídeos pode ser chamada de anotação estrutural (Tabela 2). A anotação em 

nível de proteína pode ser denominada de anotação funcional, uma vez que ela 

associa uma função biológica à região anotada.  
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Tabela 2: Visualização da anotação estrutural sequência nucleotídica e da 
sequência de aminoácidos do domínio MADS-Box SERUM RESPONSE 
FACTOR SRF para cada genótipo do possível gene FRUITUFUL e SUPRESSOR 
OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1. 
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Serum Response Factor (SRF) é um membro da superfamília de fatores 

transcricionais MADS-box (MCM1, AGAMOUS, DEFICIENS e SRF). Esta proteína 

regula a atividade de muitos genes precoces imediatos e participa na regulação 

do ciclo celular, apoptose, crescimento de células e diferenciação celular. De 

modo geral, o domínio MADS é responsável pela ligação ao DNA, ligam tanto 

como homo ou heterodímeros, enquanto o restante da proteína está envolvido em 

interações proteína-proteína. Tais interações podem ocorrer entre duas proteínas 

MADS-box ou entre uma proteína MADS-box e outra proteína não relacionada. 

As sequências peptídicas da região altamente conservada do domínio 

MADS-box SRF de todos os genótipos de mamoeiro (JS12, SS72/12, Cariflora, 

Golden e Calimosa) para o gene FRUITUFUL e para o gene SUPRESSOR OF 

OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 foram comparadas com o banco de dados 

Uniprot. A identificação de sequências homólogas fornece uma base para a 

análise filogenética e para reconhecimento de padrões nas sequências. As 

espécies que apresentaram similaridade estatisticamente significante foram 

separadas e algumas delas foram utilizadas nas análises de inferência 

filogenética. As proteínas foram classificadas em grupos de acordo com as 

similaridades entre as sequências das espécies (Tabelsa 3 e 4). A análise do 

levantamento de sequências homólogas dos genes MADS-box FUL e SOC1 para 

os genótipos em análise revelou dados interessantes, destacando-se a 

similariridade com sequências AGL19 e a possível duplicação do gene FUL no 

genoma de Carica papaya.  

Os dados referentes às dez sequências gênicas estruturais montadas 

nesse trabalho, referentes aos genótipos JS12, SS72/12, Golden, Cariflora e 

Calimosa, reafirmam a similaridade funcional quando comparadas com o banco 

de dados.  

Na natureza, mutações randômicas e recombinação levam a diversidades 

genéticas. Durante a evolução de uma família de proteína, um gene ancestral 

pode ser duplicado uma ou mais vezes, com suas cópias divergindo e formando 

genes ditos parálogos (Stein, 2001). 

A importância da duplicação de genes em fornecer material genético para 

a evolução biológica é reconhecida desde os anos de 1930. Genes duplicados 

são muitas vezes referidos como parálogos, os quais formam as famílias de 

genes. Posteriormente, muitos genes duplicados tornam-se pseudogenes, ou 
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seja, sequências de DNA derivadas de genes funcionais, que, por sofrerem 

determinadas mutações, se tornam não funcionais.  

 

Tabela 3: Organismos que apresentaram similaridade estatisticamente 
significante com o gene MADS-box FUL encontrados nos genótipos de 
mamoeiros quando comparados com o banco de dados Uniprot. As sequências 
de aminoácidos foram utilizadas inferência filogenética. 
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Tabela 4:Organismos que apresentaram similaridade estatisticamente significante 
com o gene MADS-box SOC1 encontrados nos genótipos de mamoeiros quando 
comparados com o banco de dados Uniprot. As sequências de aminoácidos foram 
utilizadas na inferência filogenética. 
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De maneira geral, o conteúdo CG das sequências gênicas do domínio 

MADS-box SRF em ambos os genes SOC1 e FUL variou entre 42% e 51,4% 

(Tabela 5). Sabe-se que o par CG está ligado por três pontes de hidrogênio, 

enquanto o par AT é ligado por duas ligações de hidrogênio. A porcentagem do 

conteúdo GC pode revelar informações sobre a estabilidade desse gene. No 

entanto, não há dados na literatura sobre essa proposição. Neste sentido, não é 

possível afirmar que o conteúdo de CG no domínio do MADS SRF dos genes FUL 

e SOC1 esteja ligado à termotolerância. 

 
 

Tabela 5: Relação da quantidade de CG nas sequências gênicas FUL e SOC1 
para os genótipos de mamoeiro JS12, SS72//12, Cariflora, Calimosa e Golden. 
 

 Gene / Genótipo 
% GC no domínio do MADS 

SRF 

Gene Ful Carica papaya (Phytozome) 42% 

Gene Ful / Calimosa 51,14% 

Gene Ful / Cariflora 42% 

Gene Ful / SS72/12 43,83% 

Gene Ful / Golden 43,34% 

Gene Ful / JS12 42,46% 

Gene SOC1 Carica papaya (Phytozome) 42,98% 

Gene SOC1/ Calimosa 46,05% 

Gene SOC1/ Cariflora 47,36% 

Gene SOC1/ SS72/12 45,61% 

Gene SOC1/ Golden 45,17% 

Gene SOC1/ JS12 46,49% 

 
 

As sequências de aminoácidos para o domínio SRF das sequências do 

mamoeiro referentes ao gene FUL apresentaram algumas diferenças entre os 

genótipos avaliados. Para a análise das sequências de aminoácidos, além dos 

cinco genótipos em análise nesse trabalho e da sequência do banco de dados 

biológicos do Phytozome, utilizou-se uma sequência do banco Uniprot.   

Para a classificação das possíveis diferenças, todas as sequências do 

gene FUL dos cincos genótipos foram comparadas com as sequências 
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depositadas do banco do Phytozome e Uniprot, denominadas supercontig_14.223 

e Carica, respectivamente (Figura 6).  

 

Figura 6: Alinhamento múltiplo entre todas as sequências de proteínas MADS 
SRF para o gene FUL. Podem ser vizualizadas as sequências do domínio MADS 
dos genótipos Cariflora, JS12, SS72/12, Golden, Calimosa e as sequências 
supercontig_14.223 do banco de dados Phytozome e a sequência de 
aminoácidos Carica do banco de dados Uniprot evidenciado pelo programa CLC 
Workbench8. 

 
 

A Figura 6 mostra que todas as sequências dos aminoácidos 

correspondem ao domínio SRF, com tamanho de aproximadamente 60 resíduos 

incluindo a Metionina inicial (ATG- códon iniciador). O genótipo Cariflora não 

apresentou diferença estrutural, sendo a sequência de aminoácidos idêntica à 

sequência depositada no Phytozome. Os genótipos JS12, SS72/12, Golden e 

Calimosa apresentaram substituições nas sequências dos aminoácidos. Algumas 

substituições foram conservativas sendo incorporado o novo aminoácido de 

natureza química similar ao anterior, diminuindo a chance de uma alteração grave 

na estrutura da proteína, porém, algumas dessas substituições foram não 

conservativas e, neste caso, o novo aminoácido tem natureza química bem 

diferente ao antigo, que pode levar a uma maior alteração na estrutura da 

proteína.    

 Há aminoácidos com cadeia laterais apolares como a  alanina, a cisteína, 

a glicina, a valina, a leucina, a isoleucina, a prolina, a fenilalanina, o triptofano e 

a metionina. Aminoácidos polares neutros são um grupo de aminoácido que tem 

cadeias laterais polares eletricamente neutras (sem cargas) em pH neutro. Este 

grupo inclui a serina, a treonina, a tirosina, a glutamina e a asparagina. 

Aminoácidos polares ácidos são dois aminoácidos, o ácido glutâmico e o ácido 

aspártico, que têm grupos carboxila em suas cadeias laterais, além daquele 

presente em todos os aminoácidos. Há três aminoácidos polares básicos, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Alanina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ciste%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Glicina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Valina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Leucina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Isoleucina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Prolina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fenilalanina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Triptofano
https://pt.wikipedia.org/wiki/Metionina
https://pt.wikipedia.org/wiki/PH
https://pt.wikipedia.org/wiki/Serina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Treonina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tirosina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Glutamina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Asparagina
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_glut%C3%A2mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_asp%C3%A1rtico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_asp%C3%A1rtico
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a histidina, a lisina e a arginina que têm cadeias laterais básicas, sendo, em todos 

eles a cadeia lateral é carregada positivamente em pH neutro ou perto dele. 

 O resíduo de aminoácido 42 do genótipo JS12 é a substituição de um ácido 

aspártico (D) por uma tirosina (Y), sendo uma substituição do tipo não 

conservativa, um aminoácido polar ácido por um aminoácido polar neutro.  

O resíduo de aminoácido 39 do genótipo SS72/12 é a substituição de uma 

cisteína (C) por uma serina (S), sendo uma substituição do tipo não conservativa, 

um aminoácido de um residuo apolar por um com polaridade neutra. O resíduo de 

aminoácido 42 do genótipo SS72/12 é a substituição de um ácido aspártico (D) 

por uma tirosina (Y), sendo uma substituição do tipo não conservativa, um 

aminoácido polar ácido por um aminoácido polar neutro. Essa substituição ocorre 

também no genótipo JS12.  

O resíduo de aminoácido 54 e 57 do genótipo Golden é a substituição de 

uma leucina (L) por uma fenilalanina (F) e de uma tirosina (Y) por uma serina (S), 

respectivamente. Ambas as substituições são conservativas, pois as primeiras 

são proteínas de cadeia apolar e as segundas são proteínas com polaridade 

neutra, e o fato de a natureza química dos aminoácidos ser similar, diminui a 

chance de uma alteração grave na estrutura da proteína. O resíduo de 

aminoácido 58 é a substituição de uma serina (S) por uma prolina (P), sendo uma 

substituição do tipo não conservativa, um aminoácido neutro por um aminoácido 

apolar.  

A sequência depositada do banco Uniprot, denominada UniprotFUL 

apresentou dois resíduos de aminoácidos diferentes da sequência de aminoácido 

depositada no Phytozome. O resíduo de aminoácido 16 é uma substituição 

conservativa do aminoácido polar neutro serina (S) por uma asparagina (N), 

também classificada como um aminoácido polar neutro. O resíduo de aminoácido 

27 é uma substituição não conservativa do aminoácido polar neutro serina (S) por 

uma glicina (G), apolar. Estas substituições do gene FRUITFULL nos bancos de 

dados Uniprot e Phytozome, se refletem tanto na variação da porcentagem de 

identidade entre as sequências quanto possivelmente na função da proteína. 

Estas substituições podem ser assinaturas genéticas dos genes MADS-box em 

mamoeiro, devendo ser mais bem investigada.  

O genótipo Calimosa apresentou número maior de substituições, ou seja, 

menor identidade, de 70% com a sequência depositada no banco Phytozome, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Histidina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lisina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Arginina
https://pt.wikipedia.org/wiki/PH
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diferente das sequências de aminoácidos dos outros genótipos analisados, que 

foram de 93,4% a 100%. Esse fato por ser explicado por Calimosa ser um híbrido, 

que foi produzido na Caliman pela UENF, com o cruzamento de duas variedades 

pertencentes aos dois grupos heteróticos Solo e Formosa. O genótipo Calimosa 

tem um total de 17 substituições e dessas substituições os resíduos 6, 16, 19, 31, 

37 e 57 foram classificados como substituições conservativas, e as substituições 

restantes foram não conservativas. O resíduo aminoácido 4 é a substituição de 

uma glicina (G) apolar por um aminoácido polar ácido, o ácido glutâmico (E). O 

resíduo de aminoácido 8 é a substituição de uma leucina (L) apolar por uma 

arginina (R) de caráter polar básico. O resíduo aminoácido 11 é a substituição de 

uma Isoleucina (I) com cadeia apolar por uma serina (S) de cadeia polar neutra. O 

resíduo de aminoácido 23 é a substituição de uma lisina (K) com polaridade 

básica por uma glutamina (Q) de caráter polar neutro. O resíduo de aminoácido 

29 é a substituição de uma serina (S) de cadeia polar neutra por uma histidina (H) 

de polaridade básica. O resíduo de aminoácido 38 é a substituição de uma 

leucina (L) apolar por uma arginina (R) de polaridade básica. O resíduo de 

aminoácido 41 é a substituição de uma alanina (A) por um aminoácido de 

polaridade ácida o ácido glutâmico (E). O resíduo de aminoácido 50 é a 

substituição de uma treonina (T) com polaridade neutra pelo aminoácido apolar 

prolina (P). O resíduo de aminoácido 51 é a substituição de uma lisina (K) com 

polaridade básica para uma glutamina (Q) de polaridade neutra.  

  As sequências de aminoácidos para o domínio SRF das sequências do 

mamoeiro, referentes ao gene SOC1, apresentaram também algumas diferenças 

e, diferentemente do gene FUL, as sequências de aminoácidos quando 

comparadas com o banco Uniprot não apresentaram sequência similar para a 

espécie Carica papaya L. 

  A Figura 7 mostra que o domínio MADS- Box SRF para o gene SOC1 

apresenta tamanho de aproximadamente 60 resíduos, incluindo o códon iniciador 

ATG, referente ao aminoácido metionina, em todas as sequências dos 

aminoácidos.  Para a classificação das possíveis diferenças, todas as sequências 

do gene SOC1 foram comparadas com a sequência depositada do banco do 

Phytozome, denominada supercontig_18.166.   
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Figura 7- Alinhamento múltiplo, entre todas as sequências de proteínas MADS 

SRF, para o gene SOC1. Podem ser vizualizadas as sequências do domínio 

MADS dos genótipos SS72/12, Cariflora, Golden, Calimosa e as sequências 

supercontig_18.166 do banco de dados Phytozome, evidenciado pelo programa 

CLC Workbench8. 

 
 

O genótipo SS72/12 não apresentou diferença estrutural, sendo a 

sequência de aminoácidos idêntica à sequência depositada no Phytozome. Os 

genótipos JS12, Cariflora, Golden, e Calimosa apresentaram substituições nas 

sequências dos aminoácidos conservativas e não conservativas.  

O resíduo de aminoácido 13 do genótipo JS/12 é a substituição de 

asparargina (N) uma por uma treonina (T), sendo uma substituição do tipo 

conservativa com aminoácidos de polaridade neutra. O resíduo de aminoácido 58 

do genótipo JS/12 é a substituição de fenilalanina (F) pela serina (S), sendo uma 

substituição do tipo não conservativa de um aminoácido apolar para um com 

polaridade neutra.  

O genótipo Golden apresentou uma substituição do tipo não conservativa 

no resíduo 33 da sequência do aminoácido apolar fenilalanina (F) para um com 

polaridade neutra serina (S) e substituições nos cinco últimos aminoácidos, 

sendo, dois do tipo conservativo nos resíduos 55 e 59. O resíduo de aminoácido 

56 é a substituição de histidina (H) por uma treonina (T), de um aminoácido polar 

básico por um com polaridade neutra. O resíduo de aminoácido 57 é a 

substituição de um aminoácido polar ácido, o ácido glutâmico (E), por um apolar, 
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metionina (M). No resíduo de aminoácido 58 é a substituição do aminoácido 

apolar fenilalanina (F) por um neutro, asparagina (N).  

O genótipo Cariflora apresentou nove substituições, sendo quantro 

conservativas nos resíduos 8, 13, 38 e 58.  O resíduo de aminoácido 22 é a 

substituição de uma serina (S) por uma fenilalanina (F), um aminoácido polar 

neutro por um apolar. O resíduo de aminoácido 33 é a substituição de uma 

fenilalanina (F) por uma serina (S), um aminoácido apolar por um polar neutro. O 

resíduo de aminoácido 42 é a substituição de um ácido glutâmico (E) por uma 

valina (V), um aminoácido com polaridade ácida por um apolar. O resíduo de 

aminoácido 55 é a substituição de uma leucina (L) por uma histidina (V), um 

aminoácido apolar por um com polaridade básica. O resíduo de aminoácido 58 é 

a substituição de uma histidina (V) por uma glutamina (Q), um aminoácido apolar 

por um com polaridade neutra. 

Como nas análises da sequência de aminoácidos do domínio SRF do 

gene FUL, as sequências de aminoácidos do gene SOC1 do híbrido Calimosa 

apresentaram número maior de substituições quando comparadas com a 

sequência de aminoácido depositada no banco Phytozome, uma identidade baixa, 

de 61,6%, quando comparada com as outras sequências de mamoeiro 

analisadas, que ficaram entre 85%-100% de identidade, com a sequência do 

banco Phytozome. Do total de 23 substituições, dez foram classificadas como 

substituições conservativas, resíduos- 26, 28, 35, 44, 45, 46, 47, 53, 55 e 58 e as 

substituições restantes foram não conservativas. 

O resíduo de aminoácido 16 do genótipo Calimosa é a substituição de 

serina (S) por uma arginina (R), sendo uma substituição do tipo não conservativa, 

de um aminoácido polar neutro por um polar básico. O resíduo de aminoácido 27 

é a substituição de uma glicina (G) apolar por uma arginina (R) de polaridade 

neutra. O resíduo de aminoácido 29 é a substituição de uma leucina (L) apolar por 

uma histidina (R) com polaridade básica. O resíduo de aminoácido 30 é a 

substituição de uma lisina (K) com polaridade básica, por uma treonina (N) com 

polaridade neutra. O resíduo de aminoácido 33 é a substituição de uma 

fenilalanina (F) apolar, por uma histidina (H) com polaridade básica. O resíduo de 

aminoácido 41 é a substituição de uma alanina (A) apolar por uma com polaridade 

ácida, o ácido aspártico (D). O resíduo de aminoácido 42 é a substituição de 

aminoácido, com polaridade ácida, o ácido glutâmico (E), por uma serina (S), com 
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polaridade neutra. O resíduo de aminoácido 43 é a substituição de um aminoácido 

apolar, a valina (V), pelo ácido aspártico (D) com polaridade ácida. O resíduo de 

aminoácido 48 é a substituição de um aminoácido neutro, a serina (S), por uma 

leucina (L), apolar. O resíduo de aminoácido 51 é a substituição de uma arginina 

(R) polar neutra por uma fenilalanina (F) apolar. O resíduo de aminoácido 52 é a 

substituição de uma glicina (G) apolar por uma serina (N) polaridade neutra. O 

resíduo 57 fenilalanina (F) está ausente na sequência do aminoácido do genótipo 

Calimosa.  

5.5 Filogenia molecular dos genes FUL e SOC1 em mamoeiro 

As sequências dos genes MADS-box utilizadas para a inferência 

filogenética nesse trabalho tem somente um éxon. Por terem essa estrutura eles 

foram classificados como genes MADS-box do tipo I. Para a realização da 

inferência filogenética nesse trabalho foram utilizadas também as sequências do 

domínio MADS–SRF das espécies Sinningia speciosa da ordem Lamiales, Morus 

notabilis da ordem Rosales, Vitis vinifera da ordem Vitales e Arabidopsis thaliana 

da ordem Brassicales. 

 O resultado da busca dos genes FUL e SOC1 para a inferência filogenética 

com os genótipos de mamoeiro analisados neste trabalho mostrou algumas 

características interessantes. As sequências dos genes FUL e SOC1 da espécie 

C.papaya, presentes no phytozome, que têm o domínio MADS- box SRF quando 

contrastadas com o banco de dados curados Uniprot, geraram mais de 250 

sequências com uma similaridade estatisticamente significante,  entre elas, uma 

sequência MADS tipo II para o gene Fruitfull (com um e-value de 1.9e-30 e 

identidade de 88,3%) . 

As sequências phytozome_FUL e Uniprot_FUL (C.papaya) foram alinhadas 

no CLC Genomics Workbrench 8  e observou-se que o domínio MADS-box 

altamente conservado SRF difere em cinco nucleotídeos ( Figura 8).   
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Figura 8: Vizualização das sequências do domínio MADS dos genótipos do banco 
de dados Phytozome, denominado  phytozome_FUL e  uma sequência 
depositada no banco uniprot, nomeada Uniprot_FUL, evidenciado pelo programa 
CLC Workbench8. 

 
 

A primeira diferença aparece no resíduo de aminoácido 16, na sequência 

phytozome_FUL, aparece uma serina (S), e na sequência Uniprot_FUL, aparece 

uma asparagina (N). No resíduo de aminoácido 26, na sequência 

phytozome_FUL, aparece uma treonina (T), e na sequência Uniprot_FUL, 

aparece uma serina (S). No resíduo de aminoácido 27, na sequência 

phytozome_FUL, aparece uma treonina (T), e na sequência Uniprot_FUL, 

aparece uma serina (S). No resíduo de aminoácido 40, na sequência 

phytozome_FUL, aparece um ácido glutâmico (E), e na sequência Uniprot_FUL, 

aparece um ácido aspártico (D). No resíduo de aminoácido 55, na sequência 

phytozome_FUL, aparece uma tirosina (Y), e na sequência Uniprot_FUL, aparece 

uma fenilalanina (F). As diferenças nos resíduos de aminoácidos 16, 26 e 40 

foram conservativas, ou seja, os aminoácidos são de natureza química similar, 

diminuindo a chance de uma alteração grave na estrutura da proteína, porém, nos 

resíduos de aminoácidos 27 e 55, as diferenças foram não conservativas, neste 

caso, o novo aminoácido tem natureza química bem diferente do antigo, que pode 

levar a uma grave alteração na estrutura da proteína. 

Ortólogos são genes cujas sequências mais se assemelham á de um 

ancestral comum, mas que divergiram por especiação. Genes ortólogos mantêm 

a mesma função em duas espécies que divergiram. Os genes ortólogos FUL, das 
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espécies Arabidopsis thaliana, Uniprot_FUL, dividem um mesmo clado. A região 

MADS-Box com o domínio altamente conservado SRF difere somente em um 

resíduo de aminoácido. O resíduo 50 na sequência Uniprot_FUL é uma treonina 

(T) e na sequência FUL de Arabidopsis thaliana é uma serina (S) (Figura 9). 

Serina e treonina são aminoácidos polares neutros, um grupo de aminoácidos que 

têm cadeias laterais polares eletricamente neutras (sem cargas) em pH neutro, o 

que caracteriza uma diferença conservativa, ou seja, os aminoácidos são de 

natureza química similar, diminuindo a chance de maior alteração na estrutura da 

proteína, podendo, assim, ter sua função biológica e processo evolutivo 

conservados em ambas as espécies. 

 
 

 

Figura 9: Alinhamento múltiplo, entre todas as sequências de proteínas MADS 
SRF, para o gene FUL. Podem ser vizualizadas as sequências do domínio MADS 
dos genótipos do banco de dados Phytozome, denominado  phytozome_FUL e  
Arabidopsis_FUL, evidenciado pelo programa CLC Workbench8 

 
 

A árvore filogenética compreendendo a homologia entre as sequências de 

proteínas do gene MADS-box FUL de Arabidopsis thaliana, Morus notabilis 

(amora), Vitis vinifera (uva), Uniprot_FUL e os genótipos de mamoeiro foi dividida 

em grupos (Figura 10).  

O grupo externo é formado pelo clado D, em que os genes FUL das 

espécies Arabidopsis thaliana, Uniprot_FUL e Vitis vinifera (uva) são 

https://pt.wikipedia.org/wiki/PH
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considerados do tipo II pela presença de mais três domínios - intermediário (I), 

queratina (K) e região c-terminal (C) - além do domínio MADS-box SRF. O gene 

FUL da espécie Morus Notabilis (amora) é classificado como MADS tipo I, pois só 

apresenta o domínio SRF. 

Os genes homólogos do clado D apresentaram similaridade, variando de 

83.9% a 93.3%, com os genes FUL dos genótipos de mamoeiro do grupo interno 

SS72/12, JS12, Cariflora, Golden e Calimosa. 

 

 

Figura 10: Árvore filogenética de sequências de proteínas do domínio SRF do 
gene MADS-box FUL, relativas aos genótipos de mamoeiro. Para uma análise 
comparativa foram usadas sequências proteícas do domínio SRF das espécies 
Arabidopsis thaliana, Morus notabilis, Vitis vinifera e uma sequência Carica 
papaya depositada no banco Uniprot. A árvore filogenética do gene FUL foi 
construída utilizando o programa MEGA6. 
 

 

De acordo com Qingyi Yu (2008) o padrão de expressão do gene FUL em 

Carica papaya ocorre em flores e folhas dos três tipos sexuais, femininas 

masculinas e hermafroditas. Dentro órgãos florais específicos, a expressão foi 

detectada em sépalas, pétalas, e carpelos, mas não nos estames, um padrão que 

é típico para os genes EuFULI (Litt, 2007). Em Arabidopsis, o gene FUL/AGL8 é 

classificado como o gene que promove a identidade em estádios iniciais do 
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meristema floral em sinergia com APETALA 1 (AP1) e CAULIFLOWER (CAL). É 

requerido para a transição de um meristema inflorescência para um meristema 

floral e também para a padronização da divisão celular, expansão e diferenciação 

durante a morfogênese do fruto (Ferrándiz et al., 2000; Balanzà et al., 2014; Torti 

et al., 2012; Melzer et al., 2008).  

Os limitados dados indicam que existem algumas funções que são comuns 

entre os parálogos, ou seja, identidade do meristema floral, mas outros que são 

exclusivos e nem mesmo talvez conservados dentro de uma família de genes, 

particularmente, identidade do perianto em euAP1 (Litt, 2007). 

O gene no FUL dos genótipos JS12 e SS72/12 compartilham um ancestral 

comum com o clado D (Figura 10).  O domínio altamente conservado SRF desses 

genótipos difere em dois resíduos, mas são diferenças conservativas, pois 

envolvem resíduos com a mesma característica química.  

Calonje M. e colaboradores em 2004 identificaram dois genes da 

subfamília SQUA em videira, o gene Vitis-FUL e o Vitis-AP1. Análises de 

expressão puderam verificar que o gene VAP1 não apresentou padrão de 

expressão característico no desenvolvimento de sépalas e pétalas. Vitis-FUL e 

VAP1 apresentaram uma coexpressão no meristema reprodutivo, sendo o Vitis-

AP1 restrito à região do carpelo e o Vitis-AP1, a uma expressão no carpelo e 

estames. 

A sequência Uniprot_FUL divide o mesmo ancestral com a sequência 

Videira_AP1 (homólogo Vitis-AP1) (Figura 9). A região MADS-Box com o domínio 

altamente conservado SRF difere somente em um resíduo de aminoácido. O 

resíduo 26 na sequência Uniprot_FUL é uma serina (S) e na sequência 

Videira_AP1 é uma treonina (T) (Figura 11). Serina e treonina são aminoácidos 

polares neutros, caracterizando uma diferença conservativa, diminuindo a chance 

de uma alteração grave na estrutura da proteína, podendo, assim, ter sua função 

biológica e processo evolutivo conservado em ambas as espécies. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10648231
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24465009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22319055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22319055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18997783
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Figura 11: Alinhamento múltiplo entre todas as sequências de proteínas MADS 
SRF para o gene FUL. Podem ser vizualizadas as sequências do domínio MADS 
dos genótipos do banco de dados Uniprot denominado  Uniprot_FUL e  Vitis-AP1, 
evidenciado pelo programa CLC Workbench8. 

 
 

Há trabalhos que relatam os fatores transcricionais MADS-box da classe 

B, Fruitfull, desempenhando um papel no tempo de floração em diversas 

espécies. O fator transcricional está ligado a várias vias do florescimento para 

promover a floração como - fotoperíodo, temperatura do ambiente e idade da 

planta.  Estudos indicam o gene FUL atua de forma redundante na transição floral 

com outro fator transcricional - SOC1. O gene FUL e o gene SOC1 compartilham 

uma região regulatória, pois ambos são ativados pelo complexo FT-FD e 

reprimidos por outro fator transcricional, o gene Short Vegetative Phase (SVP). 

O gene denominado SOC1/AGL20 em Arabidopsis é classificado 

funcionalmente como o gene que controla a floração. Esse gene pode integrar 

sinais especiais do ambiente, como fotoperíodo, vernalização e vias autônomas 

de indução floral, modular a expressão dos genes homeóticos da classe B 

(Apetala1/AP1, Fruitfull/FUL) e C (Agamous/AG, Sepalata/SEP) e quando 

associado com o gene AGL24, pode intervir no efeito da giberelina na floração em 

condições de dia curto, regulando a expressão de LFY. A habilidade que os sinais 

indutivos da floração têm de alterar o desenvolvimento da planta foi revelada ser 

dependente da competência do ápice meristemático em responder a esses sinais, 

envolvendo intimamente a alteração transcricional do fator LFY. O gene SOC1 e o 
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fator LFY apresentam funções independentes e se sobrepõem na determinação 

do tempo de floração e na iniciação floral (Araki, 2001; Simpson e Dean, 2002; 

Blázquez et al., 1997) 

A árvore filogenética, Figura 12, compreendendo a homologia entre as 

sequências de proteínas do gene MADS-box SOC1 de Arabidopsis thaliana, Vitis 

vinifera (videira) e os genótipos de mamoeiro, foi dividida em grupos.  

 

Figura 12: Árvore filogenética de sequências de proteínas do domínio SRF do 
gene MADS-box SOC1 relativos aos genótipos de mamoeiro. Para uma análise 
comparativa foram usadas sequências proteicas do domínio SRF das espécies 
Arabidopsis thaliana e Vitis vinifera. A árvore filogenética do gene FUL foi 
construída utilizando o programa MEGA6 
 
 

 

As sequências gênicas dos genótipos de mamoeiro JS12 e SS72/12, 

homólogas ao gene SOC1 compartilham ancestralidade com o clado irmão D, 

formado pela sequência do domínio MADS-box SRF de Arabidopsis thaliana 

(AT_SOC1). O domínio altamente conservado SRF do genótipo SS72/12 

apresenta similaridade de 100% com a sequência do mamoeiro predita como 

sendo MADS-box SOC1.  

SS72/12_SOC1, quando comparado com a sequência do domínio SRF de 

Arabidopsis (AT_SOC1), diferiu em um total de três resíduos, Figura 13, os 

resíduos  de aminoácidos 44, 51 e 55.  O resíduo de aminoácido 44 do genótipo 
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SS72/12_SOC1 é uma alanina (A) de caráter apolar e no genótipo AT_SOC1 é 

uma serina (S) com polaridade neutra. O resíduo de aminoácido 51 do genótipo 

SS72/12_SOC1 é uma histidina (H) com polaridade básica e no genótipo 

AT_SOC1 é uma tirosina (Y) com polaridade neutra. As duas diferenças descritas 

foram não conservativas, o que pode levar a uma alteração na estrutura da 

proteína e possivelmente na sua função. 

O resíduo de aminoácido 55 do genótipo SS72/12_SOC1 é uma arginina 

(R) e no genótipo AT_SOC1 é uma lisina (K), ambas de polaridade básica, uma 

diferença conservativa, e isso diminui a chance de uma alteração grave na 

estrutura da proteína. 

Figura 13: Alinhamento múltiplo entre todas as sequências de proteínas MADS 
SRF para o gene SOC1. Podem ser vizualizadas as sequências do domínio 
MADS dos genótipos de mamoeiro SS72/12 e JS12, evidenciado pelo programa 
CLC Workbench8. 
 
 

O clado F é formado pelos ortólogos VV_SOC1 e Golden (Figura12). De 

acordo com Sreekantan L. e Thomas M. R. (2006), o padrão de expressão do 

gene SOC1 em Vitis vinifera foi baixo em raiz, folhas jovens, gavinhas em fase de 

desenvolvimento juvenil e não foi detectada em flores e frutos. A expressão do 

gene SOC1 em Vitis vinifera foi detectada no período muito inicial do meristema 

de inflorescência e nas brácteas que as envolviam e, à medida que os órgãos 

florais iam se desenvolvendo, a expressão do gene diminuía. 

Foi detectado um alto nível de expressão relativa do gene SOC1 nas 

gemas axilares no momento em que a videira iniciava o processo de formação 

dos brotos da inflorescência, assim, pode-se sugerir que o gene SOC1 está 

fortemente ligado à indução floral em Vitis vinifera.  

Golden_SOC1 quando comparado com a sequência do domínio SRF de 

Vitis vinifera (VV_SOC1), diferiu em um total de três resíduos (Figura 14). As 

diferenças nos resíduos  de aminoacidos 9, 29 foram conservativas, sendo os 

aminoácidos de natureza química similar, diminuindo a chance de uma alteração 

grave na estrutura da proteína. O resíduo de aminoácido 55 apresenta diferença 

natureza química similar, isso diminui a chance de uma alteração grave na 
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estrutura da proteína. O resíduo de aminoácido 55 apresenta diferença no carater 

químico, o que pode levar a uma alteração na estrutura da proteína e, 

possivelmente, na sua função.   

 

Figura 14: Alinhamento múltiplo entre todas as sequências de proteínas MADS 
SRF para o gene SOC1. Podem ser vizualizadas as sequências do domínio 
MADS dos genótipos de mamoeiro Golden_SOC1 e uma sequência do banco de 
dados Uniprot da espécie Vitis vinifera, evidenciado pelo programa CLC 
Workbench8. 

 

 

Tanto o gene SOC1 e quanto o FUL dos genótipos de mamoeiro 

analisados têm domínio MADS do tipo I. Vários fatores transcricionais  MADS-box  

tipo I têm sido relatados por desempenhar papéis importantes no 

desenvolvimento reprodutivo em Arabidopsis. Todos os genes MADS do tipo I, 

submetidos à análise de expressão, mostraram ser ativos no gametófito feminino 

e  no desenvolvimento de sementes, indicando que a maior parte da  subfamília 

de genes MADS-box do tipo I está envolvida no desenvolvimento reprodutivo em 

Arabidopsis. Curiosamente, a expressão foi predominantemente observada na 

célula central, antípodas e endosperma (Bemer M. et al., 2010). 

A floração em plantas perenes, tais como Vitis vinifera e Carica papaya, 

difere significativamente no desenvolvimento quando comparadas com espécies 

anuais como Arabidopsis thaliana (Boss et al., 2003). O padrão de 

desenvolvimento floral se reflete diretamente na expressao relativa dos genes 

reguladores, principalmete aqueles responsáveis pelo desenvolvimento floral, 

como os genes MADS-box.  
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 

 

Principais conclusões tendo como base a análise dos dados são: 

 

 Os primers construídos nesse trabalho se amplificaram em uma região 

específica do genoma e exibiram especificidade satisfatória. Os primers 

específicos para o gene SOC1 amplificaram um produto de 580pb, e os 

primers específicos para o gene FUL amplificaram um produto de 840pb. 

O tamanho do fragmento gerado após a reação de PCR está condizente 

com o tamanho do fragmento descrito na construção pelo programa 

primer 3 plus. 

 

 Foi possível, com o auxílio do  CodonCode, formar contigs com as  

sequências para cada genótipo analisado. Ambos contigs Forward e 

Reverse de cada gene montados formou um único contig de sequências 

nucleotídicas com o tamanho de 580pb para o possível gene SOC1 e 

contig com 840 pb para o possível gene FUL em cada genótipo.  

 

 Foi possível identificar com o auxílio do banco de dados biológicos on-line 

Pfam, os domínios MADS–box de todos os dez contigs.  
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 A sequência de aminoácidos dos CDS referentes aos dez contigs 

montados no sequenciamento, comparados com o banco de dados 

Uniprot e Swiss-Prot, apresentou conservação in silico do domínio SRF.  

Para o gene FUL, o genótipo Cariflora apresentou 100% de conservação 

in silico com a sequência de aminoácidos depositada no Phytozome ,e os 

genótipos JS12, SS72/12, Golden e Calimosa apresentaram algumas 

substituições não conservativas e conservativas nas sequências dos 

aminoácidos. Para o gene SOC1, o genótipo SS72/12 apresentou 100% 

de conservação in silico com a sequência de aminoácidos depositada no 

Phytozome. Os genótipos JS12, Cariflora, Golden e Calimosa 

apresentaram substituições nas sequências dos aminoácidos 

conservativas e não conservativas. 

 

 Os experimentos de bioinformática irão auxiliar o direcionamento dos 

experimentos de bancada, podendo validar por qPCR os resultados 

obtidos pela bioinformática. Para a inferência funcional dos genes Tipo I 

de mamoeiro presente neste trabalho, as análises de expressão gênica 

precisam ser integradas.  

 Verificou-se nas análises de busca por homologia no bando de dados do 

Carica papaya que o gene FUL apresenta uma possível duplicação 

adicional do gene com o domínio MICK. A sequência de aminoácidos do 

gene FUL Tipo II, depositada no phytozome, não apresenta conserção 

100% in silico com as sequências depositadas no banco Uniprot sendo 

que  ambas as sequências apresentam uma alta similaridade com o gene 

Ful tipo I, depositado no phytozome.  

 

Para a padronização das análises, é essencial fazer uma reanotação do 

genoma do Carica papaya L. e também uma mineração de dados de sequências 

preditas referentes à família MADS-box para uma inferência funcional mais 

eficiente. Com uma mineração de dados adequeda pode-se optar por uma análise 

de predição computacional de interações de proteína- proteína em proteomas 

preditos de Carica Papaya L., e isso pode representar uma contribuição 

importante para a predição de função dos genes MADS-box no desenvolvimento 
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floral e quais são os genes que sofrem influência sazonal alterando o padrão de 

expressão e consequentemente a morfologia floral.  
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