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RESUMO

COSTA, Fabiane Rabelo da; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; fevereiro de 2008. Estudo das relacbes genémicas em espécies de
Caricaceae com base em marcadores citomoleculares. Orientadora: Telma Nair
Santana Pereira; Co-orientador: David M. Stelly; Conselheiros: Alexandre Pio
Viana e Messias Gonzaga Pereira.

A familia Caricaceae é composta por 35 espécies, distribuidas em seis
géneros. O mamoeiro (Carica papaya L.), Unica espécie de importancia comercial,
destaca-se no Brasil, que é o maior produtor e um dos maiores exportadores
mundiais. Para chegar ao topo deste ranking, € necessario que o Brasil melhore a
gualidade dos frutos de mamao produzidos, o que pode ser conseguido por meio
do melhoramento genético e adogcdo de outras praticas culturais. Diversas
caracteristicas de interesse sao encontradas em espécies silvestres de
Caricaceae, principalmente em Vasconcellea, mas a trasferéncia dos genes via
hibridacdo vinha sendo limitada por barreiras pés-zigoéticas. Com o surgimento do
resgate de embrido, algum sucesso tem sido obtido, porém, sem um
entendimento mais aprofundado sobre as inter-relacbes entre as epécies da
familia. O uso de marcadores moleculares tem sido intensamente explorado com
este objetivo, auxiliando estudos filogenéticos e evolutivos; no entanto, poucos
sd0 os estudos na area citomolecular, especialmente devido ao fato de as
espécies de Caricaceae possuirem cromossomos pequenos e similares. Através

da técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), avancos importantes na



citogenética de plantas podem ser obtidos, permitindo que informacfes genéticas
e fisicas sejam compiladas de modo a auxiliarem os estudos gendmicos. Outras
determinacdes citologicas sobre a estrutura cromossdémica, tais como localizacao
dos centrébmeros, regides organizadoras de nucléolo e heterocromatina, embora
consideradas basicas em termos citogenéticos, podem favorecer a gendmica
comparativa e o isolamento de genes. Para se obterem bons resultados nesta
area, sdo necessérias boas preparagdes citoldgicas, isto é, nucleos intactos, com
cromossomos bem condensados e espalhados. Assim, na primeira parte deste
trabalho, determinou-se um protocolo para obtencéo de boas metafases mitoticas,
utilizando-se a trifluralina 2 uM a 4 °C por 21h como pré-tratamento de pontas de
raizes e uma mistura de metanol/acido acético, na proporcdo 2:1 para a
suspensao de protoplastos, em C. papaya, V. goudotiana e V. cundinamarcensis.
Em seguida, através da FISH, utilizando-se sondas de rDNA, foi feito um estudo
comparativo entre estas trés espécies, no qual verificou-se maior similaridade
genética entre V. goudotiana e V. cundinamarcensis, em termos de numero e
distribuicdo das sondas, e, ainda, que o mamoeiro, em relagcdo a estas
sequéncias repetitivas de rDNA, praticamente ndo se assemelha as espécies de
Vasconcellea. Numa segunda etapa, foram comparadas as espécies C. papaya,
V. goudotiana, V. monoica e J. spinosa utilizando-se marcadores ISSR, com o
objetivo de verificar os polimorfismos entre elas. Através das analises da distancia
genética e do dendrogama, confirmou-se a estreita relacdo entre as espécies de
Vasconcellea, vericando-se ainda a maior proximidade deste género com
Jacaratia ao invés de Carica. Este fato corrobora a hipotese de que o mamoeiro
tenha se separado das espécies de Vasconcellea e divergido em isolamento, o

gue o tornara geneticamente dissimilar em relacao a este grupo.

Vi



ABSTRACT

COSTA, Fabiane Rabelo da; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, February, 2008. Genomic relationships among caricaceae species
based on citomolecular markers. Adviser: Telma Nair Santana Pereira,;
Co-adviser: David M. Stelly; Committee members: Alexandre Pio Viana and
Messias Gonzaga Pereira.

The Caricaceae family comprises 35 species distributed in six genera.
Papaya (Carica papaya L.) is the only species with commercial relevance. Brazil is
considered the biggest papaya-producer and one of the biggest exporters
worldwide. Progress in the quality of papaya fruits is a prerequisite to reach the top
of this ranking, which can be done by genetic breeding and some crop
management. Related genera, mainly Vasconcellea, must be considered
prospective sources of germplasm for genetic improvement of papaya, even
though the transference of these genes by hybridization had been impaired by
post-zygotic barriers. The advent of embryo rescue allowed some successfully
crosses, although there is no complete comprehension about interrelationships in
Caricaceae. The utilization of molecular markers has been intensively investigated
with this objective and their results have supported phylogenetic and evolutionary
studies. In contrast, only a few cytomolecular studies have been developed,
mainly due to Caricaceae species have small and similar chromosomes.
Significant advances in plant cytogenetics have been obtained by fluorescent in

situ hybridization (FISH). Physic and genetic information generated by this
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analysis are combined to help genomic studies. Other cytological analyses about
chromosomic structure as the location of centromeres, NORs and heterochromatin
have the same purpose. In order to have satisfactory results in this area, good
cytological preparations are needed. Slides from these preparations should
present intact nuclei with spread and well condensed chromosomes. Therefore,
the first part of this work was to determine a protocol to obtain well mitotic
metaphases in C. papaya, V. goudotiana and V. cundinamarcensis. The
pretreatment of root tips was conduced at 4 °C for 21h, using 2 puM of trifluralin.
The protoplast suspension was obtained after enzymatic digestion, using a 2:1
methanol/acetic acid mixture. The best slides were selected to be FISHable
subsequently. The rDNA probes were localized by FISH and a comparative study
was conducted among the same three Caricaceae species. It was found a genetic
similarity between V. goudotiana and V. cundinamarcensis, based on both probes
number and their distribution. Papaya has a few similarities with Vasconcellea
species. On the second part, the ISSR markers were used to compare C. papaya,
V. goudotiana, V. monoica and J. spinosa, based on their polymorphisms. The
analyses of the genetic distance and the dendrogram confirmed the close
relationship between Vasconcellea species. This genus was closer to Jacaratia
than to Carica. These results corroborate the hypothesis that C. papaya could
have separated from Vasconcellea species and evolved in isolation, becoming

dissimilar from this group.
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1. INTRODUCAO

A cultura do mamoeiro (Carica papaya L.) tem grande importancia
econdmica para o Brasil. Segundo dados do IBGE (2006), o pais produziu cerca
de 1.900.000 toneladas de frutos de mamao, o que representou um aumento
meédio de 20,6% em relacdo a producédo de 2005, mantendo o Brasil no topo do
ranking mundial como maior produtor e exportador desta fruta. Embora a
produtividade da cultura seja elevada, alguns aspectos ainda limitam seu aumento,
especialmente as perdas causadas por pragas e doencas.

Dentre as principais doengas do mamoeiro esta a mancha anelar, causada
pelo PRSV-P (papaya ring spot virus). Diversas estratégias foram aplicadas
visando ao controle dessa doenga, entretanto, nenhuma delas garantiu um
controle duradouro e amplo (Dantas et al., 2002). Nao ha relatos sobre variedades
de mamoeiro resistentes ao virus, excecao feita ao mamao transgénico (Souza
Janior et al., 2005). Uma vez ndo havendo variabilidade para esta caracteristica
dentro da espécie cultivada, pode-se recorrer as espécies silvestres e géneros
afins, visando a introgressdo de genes desejaveis para a espécie cultivada, via
hibridacdo interespecifica ou intergenérica, estratégia amplamente utilizada em
programas de melhoramento.

Algumas espécies silvestres de Caricaceae sao resistentes ao virus da
mancha anelar (Malaguetti et al., 1957; Alvizo e Rojkind, 1987; Magdalita et al.,
1988), podendo apresentar ainda outras caracteristicas de interesse agronémico,
tais como resisténcia a Phytophtora, tolerancia ao frio, alto teor de agucar, dentre



outras (Manshardt e Wenslaff, 1989; Drew et al., 1998; Scheldeman et al., 2003).
No entanto, pela ocorréncia de barreiras pré e pos-fertilizacdo, cruzamentos entre
C. papaya e espécies afins ndo tém sido bem sucedidos, exceto apenas pelo
emprego do resgate de embrdo (Magdalita et al., 1996; Drew et al., 1998;
Manshardt e Drew, 1998). A hibridacdo interespecifica € uma das principais
ferramentas que os melhoristas utilizam para a introgressdo de genes de
interesse em espécies cultivadas, porém ela depende das relacdes genéticas
entre as espécies envolvidas. Assim, em Caricaceae, sdo necessarios estudos
gue esclarecam como se dao estas relacbes, ja que a literatura reporta a
existéncia de problemas na transferéncia de genes entre espécies desta familia.
Para tal, técnicas como a hibridizacao in situ e os marcadores moleculares podem
ser empregadas.

O Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Uenf) vem
desenvolvendo um programa de melhoramento genético de mamoeiro. Diversos
avancos vém sendo obtidos, destacando-se o langcamento de um hibrido
comercial, porém alguns aspectos basicos ainda precisam ser elucidados visando
auxiliar os melhoristas quanto a adocao de estratégias futuras. Assim sendo, este
trabalho teve por objetivo estudar as relacdes gendmicas entre 0 mamoeiro,
espécies e géneros afins da familia Caricaceae, com base na hibridizacdo in situ

fluorescente e em marcadores moleculares ISSR (inter simple sequence repeats).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Breve historico e classificacédo botanica

O mamoeiro, mais importante membro da familia Caricaceae, ja era
conhecido desde o descobrimento da América. De acordo com Badillo (1971), o
primeiro parco relato sobre a existéncia desse material data de 1696, mas foi
Linnaeus, em sua obra Species Plantarum, de 1753, quem fez a primeira
descricdo desta planta e classificou-a como Carica papaya L. Este evento
representou o inicio da historia de um grupo de espécies que, mais tarde, iriam
constituir a familia Caricaceae (Badillo, 1971).

Desde entdo, novos membros deste grupo foram sendo descritos e
classificados ainda que erroneamente, pois, como ndo haviam sido estabelecidos
0s géneros que o constituiam, os novos materiais eram identificados como Carica
spp., 0 que ocorreu, por exemplo, com C. spinosa, descrita por Aublet em 1775 e
atualmente conhecida como Jacaratia spinosa, e também com C. monoica,
descrita por Desfontaines em 1802 e hoje classificada como Vasconcellea
monoica (Badillo, 1971).

Em 1826, foi proposta a denominacdo Papayaceae para classificar, em
nivel de familia, as espécies até entdo conhecidas. No entanto, apenas em 1829,
0 nome definitivo foi determinado como Caricaceae (Dumortier, 1829, citado por
Badillo, 1971); esta nomenclatura € aceita e utilizada até os dias atuais.



Com base nas descricdes de Badillo (1971, 1993 e 2000) e de forma
resumida, a criacao dos géneros da familia Caricaceae pode ser assim descrita:

Carica: o primeiro género a ser criado; baseou-se na descricdo de C.
papaya feita por Linnaeus em 1753. Posteriormente, foi subdividido em duas
secoOes, Eupapaya e Hemipapaya (De Candolle, 1864, citado por Badillo, 1971).
Depois, criou-se a se¢ao Vasconcellea (Solms, 1889, citado por Badillo, 1971).
Em sua monografia, Badillo (1971) considera novamente duas secdes, Carica e
Vasconcellea e, mais tarde, outra secdo é criada, Holostigma (Lorence, 1988,
citado por Badillo, 1993). O género Carica compreendia a grande maioria das
espécies de Caricaceae, porém, atualmente, é considerado um género
monoespecifico.

Jarilla: criado em 1832, com o nome de Mocinna, a partir da descricéo de
M. heterophylla, feita no México. Posteriormente, em 1921, Rusby propbs que o
nome Mocinna fosse substituido por Jarilla, ja que Mocinna havia sido usado para
descrever um género de outra familia que ndo a Caricaceae. De acordo com
Badillo (1971), a caracteristica que diferencia este género dos demais € a
presenca de anteras de uma s0O teca em sua serie superior de estames.

Vasconcellea: criado em 1837 por St. Hilaire, esse género  baseou-se
na descricdo de V. quercifolia. Essa classificacdo foi seguida por De Candolle e
mantida até 1889, quando Solms passou a considerar esse taxon como uma
secdo do género Carica. Este critério foi seguido por Harms e outros
pesquisadores e persistiu até bem recentemente, quando Badillo (2000) propds a
reabilitacdo de Vasconcellea a categoria de género.

Jacaratia: criado por De Candolle também em 1864. Baseou-se na
descricdo de J. mexicana. Espécies anteriormente classificadas como C. spinosa
e C. heptaphylla foram transferidas para esse género. A presenca de glandulas
microscopicas na epiderme adaxial das folhas é caracteristica das espécies desse
género (Badillo, 1971).

Cylicomorpha: criado em 1901 por Urban. A primeira espécie de origem
africana foi descrita por este autor em 1893, porém classificada como Jacaratia
solmsii, embora o préprio Urban tenha duvidado desta classificacdo. Decorridos
oito anos e apos o surgimento do género, esta espécie foi reclassificada como C.
solmsii, tendo sido descrita ainda uma nova espécie, C. parviflora (Urban, 1909,
citado por Badillo, 1971).



Horovitzia: o mais recente, criado por Badillo em 1993. A espécie Carica
cnidoscoloides foi inicialmente classificada dentro de Carica, se¢cdo Holostigma,
por Lorence e Torres em 1988. Mais tarde, esta sec¢éo foi elevada a categoria de
género e renomeada por Badillo, de forma que atualmente sua Unica espécie é
classificada como H. cnidoscoloides.

Atualmente ainda ha divergéncias quanto a classificacdo das espécies
como Carica ou Vasconcellea. Devido ao grande numero de informacgdes
existentes na literatura, estes dois géneros serdo um pouco mais detalhados
neste trabalho.

Como ja mencionado, Vasconcellea foi criado por St. Hilaire em 1837,
como um género da familia Caricaceae. Esta classificacdo foi seguida por
Alphonse de Candolle, embora em sua obra, Prodromus Sistematis Naturalis de
1864, o autor tenha considerado a familia como Papayaceae e a existéncia dos
géneros Papaya (o qual corresponderia a Carica) e Vasconcellea, sendo este
ultimo subdividido nas se¢cbes Hemipapaya e Euvasconcellea.

Esta classificacdo foi mantida até 1889, quando Solms, em sua obra Flora
Brasiliensis, voltou a utilizar Carica em sentido amplo, de forma que as espécies
de Vasconcellea definidas até entdo foram transferidas para o género Carica e
sub-agrupadas nas secdes Eupapaya, Hemipapaya e Vasconcellea. A diferenca
entre elas baseava-se na forma dos estigmas e também no numero de locos do
ovario. Assim, as espécies reunidas na secdo Eupapaya apresentavam ovario
unilocular; em Hemipapaya, ovario pentalocular e estigma multipartido; e em
Vasconcellea, ovario pentalocular e estigma nao dividido. Este critério foi seguido
por diversos pesquisadores, até que em 1971, Badillo, revisando os critérios de
definicho para o estabelecimento das secdes, verificou que havia grande
variabilidade intraespecifica em relacdo ao formato de estigmas, de forma que
este aspecto ndo deveria ser considerado para defini-las. Assim, as sec¢0es
Hemipapaya e Vasconcellea foram reunidas em uma uUnica (Vasconcellea), e
Eupapaya foi denominada Carica, diferenciando-se apenas pelo numero de
I6culos do ovario, penta e unilocular, respectivamente.

Em 2000, Badillo promoveu a reabilitacdo de Vasconcellea a categoria de
género, com base ndo apenas em caracteristicas morfolégicas e taxonémicas,
mas também em dados moleculares (Badillo, 2000). Desta forma, o género Carica

€ atualmente monoespecifico, composto apenas pela espécie C. papaya,



enquanto Vasconcellea, que compreende 21 espécies, € o maior dentro da familia
Caricaceae (Badillo, 2000, 2001).

2.2. Origem e distribuicdo geografica

A familia Caricaceae tem como principal centro de origem o continente
americano, com maior distribuicdo na Ameérica do Sul, onde sdo encontradas
espécies dos géneros Vasconcellea, Carica e Jacaratia.

Segundo Badillo (1971), a grande maioria das espécies de Vasconcellea
concentra-se e distribui-se na vertente oriental dos Andes, sendo a maior
concentracdo na Bacia Amazobnica Superior, sudeste da Bolivia até a Venezuela,
passando pelo Peru e Equador. Este dltimo, por conter pelo menos 15 das 21
espécies descritas, € considerado centro de diversidade das mesmas (Van
Droogenbroeck et al., 2004).

Quanto ao género Carica, mais especificamente C. papaya, existem
controvérsias. De acordo com a hipétese de Candolle (1908), o mamoeiro teria se
originado de um ancestral de frutos pequenos na América Central, sendo este,
entdo, seu centro de origem e domesticacdo. Badillo (1993) acredita que o
provavel centro de origem dessa espécie é o sul do México e norte da América
Central. Ele descarta a possibilidade do centro de origem de C. papaya ser as
Antilhas, uma vez que outros materiais descritos, provenientes da América
Central e das Antilhas que apresentavam ovarios uniloculares, eram, na verdade,
a prépria espécie C. papaya. Outro dado que da suporte a esta hipotese é que a
ocorréncia de ovario unilocular € reportada em outros dois géneros, Jarilla e
Horovitzia, originarios também do México e América Central (Badillo, 1993).

O género Jacaratia tem como centro de origem a Ameérica do Sul e é
formado por sete espécies arboreas. Possui distribuicdo ampla, desde o México
até o norte da Argentina. A espécie J. spinosa ocorre desde a Nicaragua até o
norte da Argentina. Outras espécies como J. heptaphylla s6 sdo encontradas no
Brasil, nas regides de Mata Atlantica, enquanto J. corumbensis, espécie bastante
adaptada a escassez hidrica, esta circunscrita ao sul da Bolivia e as regiées de
fronteira entre Brasil, Paraguai e norte da Argentina (Badillo, 1971).



Jarilla tem o México como centro de origem, embora algumas espécies
sejam encontradas também na Guatemala (Badillo, 1971). Ja Horovitzia tem sua
Unica espécie nativa do Meéxico. Apenas Cylicomorpha € de origem africana
(Urban, 1901, citado por Badillo,1971), e estudos recentes sugerem que este
pode ser o tipo primitivo que teria originado os demais géneros (Olson, 2002;
Kyndt et al., 2005a)

O Quadro 1 resume a mais recente classificagdo taxonémica da familia
Caricaceae, em niveis genérico, especifico e infraespecifico, bem como os
principais locais de ocorréncia das 35 espécies conhecidas. Essa nomenclatura

sera seguida ao longo deste trabalho.



Quadro 1 - Classificagdo botanica de Caricaceae e principais areas de ocorréncia das espécies

CONDICOES EDAFOCLIMATICAS

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

DE OCORRENCIA

Africa Oriental (Tanzéania, Malawi e
Quénia)

Regides tropicais e subtropicais umidas,
600-2.200 m

GENEROS ESPECIES
C. parviflora
Cylicomorpha
C. solmsii

Africa Ocidental (Camardes, Nigéria,
Congo e Republica Centroafricana)

Bosques tropicais umidos

Bosques tropicais umidos, 0-900 m

Brasil (RJ, SP, MG e BA)

J. heptaphylla
J. digitata

Oeste e sul da Bacia Amazonica:
Colémbia, Equador, Peru, Brasil e
Bolivia

Bosques tropicais quentes e umidos, terras
nao-inundaveis, 100-700 m

J. spinosa

Norte da Argentina até a Nicaragua,
exceto Venezuela e Colbmbia

Bosques umidos tropicais, as vezes com grande
estacdo seca, 0-1.300 m

Zonas tropicais, ambientes xerofilos e terras

Jacaratia
J. corumbensis Sudeste da Bolivia, Paraguai, norte
da Argentina e parte do sudoeste do arenosas, 300-1.000 m
Brasil
J. dolichaula Sul do México até o Panama Bosques tropicais umidos, 0-1.000 m
J. chocoensis Colémbia (Choco) Bosques muito umidos, 600-800 m
J. mexicana México, Nicaragua e El Salvador Terras aluviais e barrancas, 0-1.400 m
J. caudata México 1.500-1.900 m
Jarilla J. heterophylla México 1.500-2.700 m
Regides de vegetacao xerdfila e hemixerdfila

J. chocola

México e Guatemala
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V. pulchra Vertente ocidental andina do Margens de bosques umidos subtropicais,
Equador 1.800-2.000 m
V. stipulata Regido centro-sul do Equador e Solos bem drenados, inclinados e frequentemente
norte do Peru pedregosos, climas montanhosos temperados a
secos, ocorrendo as vezes em bosques
var. fructifragrans: Equador e Crescem em altitudes entre 1.600-2.800 m
Colémbia
V. x heilbornii var. chrysopetala: Equador
cv. babaco: Equador
V. parviflora Vertente andina do pacifico, ao sul Solos secos ou muito secos, quase deseérticos e

do Equador e noroeste do Peru

também em selvas de transi¢do, 0-1.800 m

Vasconcellea V. cundinamarcensis

Andes: Coldmbia e Venezuela até a

Climas temperados, 1.500-3.000m

Bolivia
V. weberbaueri Zona subtropical andina do norte do Bosques subtropicais Umidos
Peru
V. goudotiana Colémbia Bosques Umidos subtropicais, 1.500-2.200 m

V. monoica

Equador, Peru e Bolivia

Regides umidas e sombreadas, 600-1.700 m

V. horovitziana

Zona tropical baixa do Equador

Bosques tropicais umidos

V. chilensis

Regido centro-ocidental do Chile

Colinas arenosas ou sitios escarpados, xerofilos,
freqUentemente préximas a costa maritima



Quadro 1; cont.

V. glandulosa

Vertente oriental dos Andes, desde
o norte do Peru até o centro-oeste
do Brasil, Bolivia e Argentina

Bosques tropicais e subtropicais umidos,

300-2.800 m

V. candicans

Norte a sul do Peru

Sitios medianamente secos, encostas ou sitios
pedregosos descobertos, ascendendo na vertente

ocidental até 3.000 m

V. quercifolia

Sul do Peru, norte da Argentina,
Brasil (BA, MG, RS, PR, RJ, SC e
SP), Bolivia, Paraguai e Uruguai

Bosques umidos, também em formacdes xerdfitas e

em montanhas altas

V. crassipetala

Colémbia

Bosques subtropicais umidos

V. cauliflora

Sul do México até o Norte da
América do Sul, incluindo a llha de
Trinidad e Tobago

Selvas tropicais Umidas ou de transicao,

0-1.200 m

Vasconcellea

V. microcarpa

subsp. microcarpa: Venezuela,
Colémbia, Panama, Equador, Peru,
Brasil (AC, AM, MG, PA, RO) e
Guiana Francesa

subsp. pilifera: Venezuela Ocidental

Bosques subtropicais Umidos, 1.200-2.400 m

subsp. baccata: Equador Ocidental

Regibes tropicais umidas, 0-800 m

subsp. australis:

subsp. heterophylla:

V. longiflora

Colombia

Selvas subtropicais umidas, 1.000-2.000 m

0T
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V. palandensis Equador

Florestas umidas de montanha, 1.790-1.850 m

V. sprucei Andes orientais do Equador

Margens de bosques umidos subtropicais,
1.300-2.400 m

Vasconcellea

V. sphaerocarpa Cordilheira oriental e ocidental

Selvas ou bordas de selvas Umidas subtropicais,

colombiana 700-2.440 m
V. omnilingua Equador Bosques subtropicais umidos,
1.800-2.000 m
Carica C. papaya Toda a América tropical Solos bem drenados, 0-1.550 m
Horovitzia H. cnidoscoloides Sul do México Florestas nubladas, cerca de 1.250 m

Adaptado de Badillo (1971, 1993, 1999 e 2001).

TT
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2.3. Consideracfes econdmicas e usos

De todas as espécies existentes na familia, apenas C. papaya possui
importancia comercial significativa. Paises como Brasil, México, Nigéria,
Indonésia e india s&o os principais produtores de mamé&o. No Brasil, 0 mamoeiro
merece destaque por representar uma das principais fruteiras de exportacdo e
movimentar cerca de 780 milhdes de reais em volume de negdcios (IBGE, 2006).
Seu cultivo concentra-se na microrregido do extremo sul da Bahia e na regiao
norte do Espirito Santo, consideradas as maiores regides produtoras brasileiras.

As variedades de mamoeiro sédo classificadas em dois grupos: Solo e
Formosa. O grupo Solo, no qual se encontra a maioria das cultivares utilizadas no
mundo, apresenta frutos cujo peso médio varia entre 350 e 600 g. No Brasil,
predomina o plantio das cultivares Sunrise Solo e Improved Sunrise Solo cv. 72/12
cujas produtividades meédias anuais sdo de 45 e 40 t/ha, respectivamente
(EMBRAPA, 2005). A cultivar Golden, também do grupo Solo, embora com
produtividade inferior as demais do grupo, é tolerante a mancha fisiologica do
mamoeiro, 0 que a torna, atualmente, a cultivar de maior aceitacdo no mercado
internacional.

O grupo Formosa abrange hibridos F; desenvolvidos pela Estacéo
Experimental de Fengshan, em Formosa, como o Tainung 01 e o Tainung 02,
além das cultivares Tailandia, JS11 e JS12, selecionadas pela Estacdo
Experimental de Fruticultura Tropical da Empresa Baiana de Desenvolvimento
Agricola (EBDA), em Conceicdo do Almeida, na Bahia (Farias et al., 1998). O
Tainung 01, dentre os materiais desse grupo, € o mais amplamente cultivado no
Brasil e apresenta produtividade média anual de 60 t/ha. O peso médio dos frutos
varia entre 800 e 1.100 g (EMBRAPA, 2005).

Em 1995, a Uenf, em parceria com a empresa Caliman Agricola, deu inicio
a um programa de melhoramento para mamoeiro e, em 2002, surgiram 0S
primeiros resultados: nove hibridos de mamoeiro foram registrados (Pereira,
2003), o que pode representar uma economia de aproximadamente dois milhdes
de ddlares por ano, valor este gasto na importacdo de sementes do hibrido
Tainung 01, de Taiwan. Esses hibridos tém se mostrado superiores ao Tainung 01
quanto as caracteristicas do fruto: melhor sabor, maior teor de solidos soluveis (mais

doces), melhor coloracéo de polpa e maior uniformidade de frutos, atingindo melhor
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proporcdo de frutos exportaveis. Além disto, tém apresentado produtividade
semelhante ao material importado (Pereira, 2003).

Quanto as espécies de Vasconcellea, algumas tém utilizacdo apenas
local. V. heilbornii cv. babaco é consumida sob a forma de doce, bem como V.
cundinamarcensis, em regides andinas desde a Venezuela até a Bolivia. V.
goudotiana tem seu uso bastante difundido na Coléombia, na elaboragéo de sucos
e refrescos (Badillo, 1971), bem como V. crassipetala (Badillo, 1993).

V. heilbornii cv. babaco foi introduzida na década de 70 na Nova Zeléandia,
depois Austrélia, Italia, Espanha, Franca, Africa do Sul, Suica e Canada, onde é
cultivado em casas de vegetacdo, em pequenas producdes de ordem comercial
(Scheldeman et al., 2003). A propagacao de plantas femininas € feita por estacas.

V. parviflora, espécie de frutos pequenos, mas de sabor agradavel, flores
de cores fortes e alto teor de papaina, € cultivada como planta ornamental, bem
como V. monoica, que, além deste uso, pode ter seus frutos consumidos sob a
forma de conservas (Badillo, 1993). V. candicans também possui frutos
comestiveis, podendo ser obtidos nos mercados locais do Equador e Peru
(Badillo, 1993). Ha ainda relatos sobre o consumo in natura de frutos de V.
quercifolia e V. sphaerocarpha.

Estudos preliminares sugerem que V. stipulata tenha um teor de papaina
maior que o de C. papaya (cerca de 20 vezes), 0 que pode resultar em sua

utilizag&o pela industria farmacéutica (Scheldeman et al., 2003).

2.4. Citogenética

Os primeiros relatos sobre analises citogenéticas em espécies de
Caricaceae datam de 1921 e foram realizados por Heilborn, que estudou as
espécies V. cundinamarcensis, V. heilbornii cv. babaco, V. heilbornii var.
chrysopetala e C. papaya. Posteriormente, V. cauliflora foi estudada por Storey
(1941), J. spinosa, por Kumar e Srinivasan (1944), V. quercifolia, por Ammal e
Darlington (1955), e V. monoica, V. goudotiana e V. microcarpa subsp.
microcarpa, por De Zerpa (1959), todos eles chegando a um denominador
comum: de que todas as espécies analisadas eram dipldides, com 2n=2x=18

cromossomos (citados por Badillo, 1971).
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Kumar et al. (1945) descreveram a citologia de C. papaya, especialmente
a meiose, relatando a homogeneidade cromossémica entre materiais
provenientes de plantas femininas, masculinas e hermafroditas. Foi observada
separacdo anafasica precoce de um bivalente particular, em células oriundas de
plantas masculinas. Este evento pode estar relacionado a ocorréncia de um par
heteromorfico, embora ndo tenham sido observadas quaisquer relacdes entre a
expressdo sexual e diferencas morfolégicas visiveis entre cromossomos
autossomos e sexuais.

Segundo Datta (1971), que estudou o cariétipo de cinco variedades de
mamoeiro, ndo houve variacdo no numero de pares cromossoémicos, nove no
total, porém foram observadas pequenas diferencas entre as variedades,
principalmente em relagdo ao comprimento total do lote hapléide e nimero de
constricdes secundarias. Os cromossomos foram descritos como pequenos, com
comprimentos minimos e maximos de 1,0 e 4,25 um, respectivamente, entre as
variedades, embora a diferenca intravarietal tenha sido pequena. Pela posi¢cdo do
centromero, 0s cromossomos foram classificados como meta e sub-
metacéntricos, tendo sido observadas constricdes secundarias em trés, quatro ou
cinco pares cromossémicos, inclusive constricdes supernumerdarias, nas
diferentes cultivares. Nao foram verificados pares heteromérficos, cromossomos
nao pareados ou mesmo pedacos extras de cromatina, o que, de acordo com o
autor, sugere que fatores responsaveis pela determinacdo sexual estdo no
citoplasma e nao no nucleo, embora ndo existam indicios que déem suporte a
esta hipotese .

Em trabalho recente, Damasceno Junior et al. (2008), analisando a
citogenética de C. papaya, V. monoica e V. cundinamarcensis, demontraram que
a variacdo no tamanho dos cromossomos entre e dentro destas espécies €
bastante pequena, tendo sido encontrados valores de 17,18; 17,11 e 18,69 um
para os respectivos lotes haploides. Com base nos indices centroméricos e na
razdo entre bracos, todos os cromossomos das trés espécies estudadas foram
classificados como metacéntricos, sendo bastante dificil distingui-los apenas com

base em sua morfologia, bastante similar.
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2.5. Sistemas reprodutivos

Com excecao de V. monoica, V. cundinamarcensis e C. papaya, que sao
mondica, mondico-didica e didico-hermafrodita respectivamente, as demais
espécies da familia sdo dibdicas, com casos de anormalidades excepcionais e
esporadicas, nas quais pode ocorrer o desenvolvimento de ovario em flores
masculinas, como constatado em V. sprucei, V. candicans, Jacaratia spinosa, J.
digitata, V. microcarpa subsp. microcarpa, V. stipulata, dentre outras (Badillo,
1971).

Pelo conceito classico, ocorre em Caricaceae 0 mesmo que em outras
familias de angiospermas: flores unissexuais seriam resultantes de um processo
evolutivo pelo qual flores completas ou bissexuais teriam uma de suas partes
sexuais, masculinas ou femininas, alterada por perda de funcéo, reducdo de
tamanho ou até mesmo aborto completo dela (Ainsworth, 2000). Embora esse
evento possa ser reconhecido em flores masculinas pela presenca do pistilodio,
ou seja, um pistilo abortado ou nao funcional, ndo sao encontrados quaisquer
vestigios do sexo masculino em flores femininas das espécies dessa familia
(Badillo, 1971). Deste modo, todas as flores que se diferenciam das tipicamente
descritas quanto a expressao sexual parecem ter se formado sempre a partir de
flores masculinas, ja que as femininas nao diferem do padréo tipico.

Em C. papaya, este controle sexual € um pouco mais complexo. De
acordo com Storey (1941), cinco tipos florais podem ser encontrados:

Flores femininas: unissexuais, pistilo pentacarpelado, auséncia de parte
masculina;

Flores pentandrias:  bissexuais, cinco estames pequenos, pistilo
semelhante ao anterior, porém profundamente sulcado, por onde séo distribuidos
0s estames;

Flores carpelbides: bissexuais, dois a 10 estames com estruturas
semelhantes a carpelos, em diferentes niveis de intensidade, pistilos
frequentemente distorcidos, cinco a 10 carpelos, normalmente mal fusionados;

Flores elongatas (hermafroditas tipicas): bissexuais, com duas séries
de cinco estames cada uma, pistilo normalmente pentacarpelado, podendo, no
entanto, variar de um a 10. Em alguns casos, anteras e estigmas localizam-se

numa mesma altura, o que pode permitir a ocorréncia de autofecundacgéo, porém,
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as anteras podem se localizar abaixo do estigma, reduzindo as chances de que
este processo ocorra. Recentemente, Damasceno Junior (2004), com base na
relacdo pdélen/évulo e por meio de estudos de viabilidade polinica e receptividade
do estigma antes e depois da antese em flores hermafroditas, verificou que o
mamoeiro pode, de fato, apresentar cleistogamia, sendo a cultivar Golden
classificada como autdgama facultativa e o hibrido Tainung 01 simultaneamente
classificado como autbgamo e alégamo facultativo. Nesse tipo floral existe uma
variante, a elongata+, que se diferencia da elongata normal apenas pela presenca
de um pistilo ndo funcional, mas que estruturalmente é bastante distinta do tipo
masculino, sendo considerada um intermediario entre ambos;

Flores masculinas: unissexuais, pistilo rudimentar e auséncia de
estigmas. Por ndo possuirem a porcao feminina, sdo incapazes de produzir frutos.

De acordo com Hofmeyr (1939) e Storey (1941), podem ocorrer
alteracdes nos tipos florais, causadas principalmente por fatores genéticos e
ambientais. A amplitude dessa transicdo de sexos é dependente da variedade,
idade da planta e do ambiente (Storey, 1941). A reversdo sexual ocorre
principalmente no tipo hermafrodita. Sua transicdo em direcdo as formas mais
femininas € induzida por condicdes favoraveis de crescimento, enquanto
condi¢cdes desfavoraveis, incluindo o aumento de temperatura (Storey, 1941),
fazem com que esta transicdo tenda para o lado masculino (Hofmeyr, 1939). Ja a
frutificacdo de plantas masculinas, ou seja, a reversdo da forma masculina para a
hermafrodita, ocorre de maneira abundante em climas frios, fora dos tropicos e
em locais de altitude elevada (Storey, 1941). Embora existam relatos sobre a
ocorréncia de reversao sexual em flores femininas, este fenébmeno, além de muito
raro, ocorre em peqguena intensidade, ndo chegando a ocorrer uma transformacao
completa em outro tipo floral. Neste sentido, as flores femininas sao consideradas
as mais estaveis em termos de reversao sexual; as masculinas, intermediarias,
enquanto as hermafroditas sdo as mais instaveis quanto a esta caracteristica
(Hofmeyr, 1939).

Storey (1969) propde que a unissexualidade das flores em Caricaceae,
mais especificamente em C. papaya, representa um desvio parcial do conceito
tradicional. Ele sugere que tanto as flores femininas quanto as masculinas teriam
evoluido a partir do tipo hermafrodita elongata, porém em duas linhas divergentes,

culminando nas formas tipicamente conhecidas. Assim, elongata seria o tipo
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primitivo de flor nesta espécie. A derivacdo de flores estaminadas seguiria o
conceito classico, ou seja, perda progressiva do gineceu, porém sem afetar a
estrutura da flor ou o arranjo de outros érgaos florais. Ja a derivacao de flores
femininas seria bem mais complexa, com uma série de modificagcbes morfoldgicas
sucessivas em que flores elongatas passariam a carpeldides, as quais seriam
transformadas em pentandrias, e estas ultimas, finalmente, em pistiladas.

Ronse Decraene e Smets (1999) contradizem esta teoria demonstrando
gque o desenvolvimento de flores masculinas e femininas inicia-se de forma
semelhante em ambos os casos, diferindo significativamente a partir da iniciacao
dos estames. Outros resultados, baseados na ontologia floral e vascular, sugerem
ndo ser possivel a transformacéo de flores pentandrias em pistiladas, embora os
autores tenham analisado apenas com flores unissexuais tipicas.

Considerando todos os aspectos supracitados, as plantas de mamoeiro
podem ser entéo classificadas, de um modo geral, como femininas, masculinas ou
hermafroditas, de acordo com os tipos florais predominantes nelas. Desta forma,
embora a espécie C. papaya seja descrita muitas vezes como didica, a ocorréncia
de flores bissexuais e consequentemente de plantas hermafroditas torna as
classificacdes didico-hermafrodita ou ainda, segundo Storey (1941), poligama
mais apropriadas.

A raz&o para esse panorama polimorfico observado no mamoeiro estd em
seu patriménio genético e no impacto sobre este de fatores externos. Neste
sentido, estudos sobre a heranca de caracteres e a determinacdo sexual dessa
espécie podem ser bastante esclarecedores. A existéncia de um balangco génico
na determinacdo do sexo em C. papaya pode explicar ndo apenas a existéncia
dos genotipos letais, mas também o grau de estabilidade floral da espécie.

De acordo com Hofmeyr (1938) e Storey (1938), a determinacdo sexual
em mamoeiro é controlada por um gene, com trés formas alélicas, M1, M, e m.
Assim, genotipos mm, Mym, e Mom, resultam em plantas femininas, masculinas e
hermafroditas respectivamente, enquanto que os gendétipos M;M;, MM, e M1M,
séo letais zigdticos. O alelo M; apresenta uma regido inativada, um pouco maior
gque a do alelo M, e a auséncia de genes vitais nestas regides resultaria na
eliminacao dos individuos M1M1, M;M, e M>M,, enquanto que M;m e M,m seriam

viaveis em funcéo da presenca do alelo m (Hofmeyr, 1941).
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Os primeiros passos para 0 estabelecimento de um mapa de ligacdo no
mamoeiro foram dados por Hofmeyr (1939), que identificou trés locos ligados: cor
de flor, cor do caule e sexo. Quase 60 anos depois, um novo mapa, baseado em
62 marcas RAPD foi criado, no qual foi identificado o loco SEX1, responsavel pela
determinacdo sexual, no grupo de ligacdo | (GL1) (Sondur et al., 1996). Estes
autores propuseram ainda que SEX1-M regularia o desenvolvimento das partes
florais masculinas e inibiria a formacdo de carpelos. Ja SEX1-H seria
intermediario, induzindo a formacdo da parte masculina, mas, ao contrario do
primeiro, apenas reduziria o tamanho dos carpelos, mantendo-os funcionais. O
alelo sex1-f ndo seria capaz de induzir a formacdo de partes masculinas, porém,
uma regido funcional presente apenas nele seria a responsavel pela viabilidade
das formas heterozigotas que a contém e letalidade das formas dominantes, uma
vez que nos alelos SEX1-H e SEX1-M esta regiao vital teria sido deletada. Em
2004, um mapa genético de alta densidade baseado em marcas AFLP foi gerado,
no qual foram identificados 12 grupos de ligacdo, tendo sido confirmada a posi¢cao
do loco sexual no GL 1 e ainda localizadas as marcas para capa protéica do
PRSV-P e para cor de polpa no GL 7 (Ma et al., 2004).

N&o existem relatos sobre a existéncia de cromossomos heteromorficos
ou ndo pareados, 0 que é esperado em espécies que possuem Cromossomos
sexuais desenvolvidos. De acordo com a proposta de Hofmeyr (1941), no
mamoeiro ndo ocorreria recombinacdo genética dentro das regides inertes dos
cromossomos M; e My, 0 que manteria a identidade destes alelos, e essa inibicao
de recombinacdo seria uma das etapas evolutivas para o heteromorfismo em
cromossomos sexuais, hipotese a qual foi recentemente corroborada por Liu et al.
(2004).

A classificagdo de V. cundinamarcensis também é complexa. Sua
sexualidade manifesta-se de maneira diferenciada, sendo encontradas plantas
contendo exclusivamente flores femininas, dispostas em inflorescéncias curtas;
plantas masculinas, com inflorescéncias masculinas que podem se contraidas,
curto-pedunculadas, largas ou largo-pedunculadas; e também plantas mondicas,
porém com flores hermafroditas incompletas. Assim sendo, essa espécie €
definida como mondico-didica.

Nas plantas monoicas, as inflorescéncias séo bissexuais, de formato

curto-pedunculado ou contraido, sendo compostas, em sua grande maioria, por
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flores masculinas, ocorrendo também flores femininas terminais, nas quais pode
ser observado um ou dois estames; e, neste caso, geram frutos deformados,
assemelhando-se as flores carpel6ides em mamoeiro. Segundo Badillo (1971),
estas plantas sdo, na verdade, masculinas, cujas inflorescéncias podem
apresentar diversos graus de masculinidade. Esta “reversdo” pode ocorrer em
maior ou menor freqiéncia, dependendo da populacdo de onde provém o
material. Ha relatos ainda sobre o desaparecimento completo das flores femininas
em determinadas épocas do ano.

De acordo com a hipotese de Horovitz e Jimenez (1972), a planta
monoica pode passar por periodos de alta feminilidade e alta masculinidade, os
quais sado definidos pela proporcdo de flores femininas ou masculinas
encontradas, respectivamente, numa mesma inflorescéncia. Essa condi¢éo seria
resultante da interacdo entre o cromossomo sexual YP™ e um citoplasma pm.
Outras espécies de Vasconcellea possuiriam este tipo de citoplasma, no entanto,
apenas V. cundinamarcensis teria o cromossomo YP". Por exemplo, no
cruzamento entre V. monoica, que nao possuiria este citoplasma, e V.
cundinamarcensis, metade dos individuos F;s foi identificada como feminina e a
outra metade, masculina, ndo sendo observada a ocorréncia de plantas
mondicas. No cruzamento reciproco, todas as plantas foram femininas. Contudo,
guando foram cruzadas V. stipulata e V. cundinamarcensis, dos hibridos formados
havia apenas plantas femininas e mondicas. Neste caso, 0 progenitor feminino
utilizado tem um alto poder feminilizante. Por outro lado, ao se utilizarem V.
cundinamarcensis como progenitor feminino e outras espécies como doadoras
de Y, verificou-se que em nenhum destes cruzamentos ocorreram plantas
monodicas, apenas masculinas e femininas. Assim, pode-se dizer que em V.
cundinamarcensis, plantas femininas teriam uma constituicdo XX, masculinas
XYP™ e hermafroditas XP™YP™. Mais tarde, houve uma modificacdo nesta teoria, a
qual sugeria que a expressdo sexual do cromossomo YP" era influenciada por
genes autossbmicos, variando entre alta feminilidade, alta masculinidade e
bissexualidade equilibrada. De Zerpa (1980), estudando o comportamento
meidtico de hibridos F;, RC; e RC, entre V. stipulata e V. cundinamarcensis,
corroborou a existéncia do cromossomo YP™, que foi transferido com sucesso a V.

stipulata, tendo-se comportado como um homélogo de X% durante a meiose e
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conduzido a ocorréncia de bissexualidade nesta espécie, que é estritamente
didica.

A espécie V. monoica é assim classificada por possuir flores femininas e
masculinas na mesma inflorescéncia. Cada inflorescéncia normalmente apresenta
uma ou duas flores femininas, cercadas por flores masculinas. Ocasionalmente,
podem ocorrer flores hermafroditas incompletas pela transformacéo de estames
em carpelos, os quais, as vezes, mal formados, podem conter, por exemplo,
6vulos descobertos (Badillo, 1971). E a Unica espécie de Caricaceae que possui a
monoicia estrita como sistema reprodutivo. De acordo com Horovitz e Jimenez

(1972), as plantas de V. monoica seriam designadas de constituicdo ZZ.

2.6. Relacbes gendmicas entre as espécies

Grande parte da diversidade existente nos organismos vivos deve-se, em
Ultima andlise, a variabilidade existente nos genes, tanto nucleares quanto de
organelas. Com os recentes avancos tecnoldgicos, diversos métodos vém sendo
utilizados para um melhor entendimento sobre a organizacdo e o funcionamento
destes genomas, gerando conhecimento fundamental para o desenvolvimento de
pesquisas basicas e aplicadas.

A utilizacdo de analises citogenéticas e moleculares para o estudo dos
genomas tem-se mostrado de grande utilidade para o entendimento da evolucao,
da genética e da estabilidade cariotipica dos individuos. Nos ultimos anos,
técnicas de alto nivel tecnoldgico e grande poder informativo, como a citometria
de fluxo, a hibridizagéo in situ fluorescente (FISH), e diversos tipos de marcadores
moleculares tém-se destacado, embora outras, menos elaboradas, tais como a
cariotipagem convencional, ainda sejam utilizadas rotineiramente nos laboratorios
devido a sua importancia. Desta forma, sera apresentada abaixo uma breve
revisdo sobre o uso dos principais métodos aplicados no estudo da familia

Caricaceae e também os que foram desenvolvidos na presente tese.
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2.6.1. Hibridac&o interespecifica e intergenérica

A hibridacdo interespecifica € um dos métodos mais usados para
transferir genes de interesse de espécies silvestres para espécies cultivadas. No
caso da familia Caricaceae, muitas espécies silvestres relacionadas ao mamoeiro
séo intercompativeis, podendo ser cruzadas e produzir hibridos com varios graus
de fertilidade (Badillo, 1971). Essa transferéncia permite a combinagcdo do
potencial genético das espécies e também a introgressdo de novos genes de
interesse em variedades cultivadas. Desta maneira, complementam-se as
caracteristicas comerciais da espécie cultivada com um ou mais fatores
desejaveis provenientes dos materiais silvestres.

Muitas espécies de Caricaceae possuem caracteristicas desejaveis que
podem ser usadas em programas de melhoramento e ser introgredidas em C.
papaya. As espécies V. cundinamarcensis, V. candicans, V. stipulata, V. cauliflora
e V. guercifolia sdo resistentes ao PRSV-P (Malaguetti et al., 1957; Ricelli, 1963;
Horovitz e Jimenez, 1967; Alvizo e Rojkind, 1987); V. goudotiana apresenta
resisténcia a Phytophthora; V. weberbaueri, a Fusarium e Meloidogyne
(Scheldeman et al., 2003), e V. parviflora, a micoplasmas (Drew et al., 1998).
Além disso, V. cundinamarcensis e V. stipulata sao tolerantes ao frio (Manshardt e
Wenslaff, 1989) e V. quercifolia possui alto teor de agucar (Drew et al., 1998).

Diferentes niveis de compatibilidade s&o relatados em cruzamentos
dentro do género Vasconcellea. No entanto, essa compatibilidade é quase nula no
gue se refere a cruzamentos envolvendo a espécie C. papaya (Warmke et al.,
1954; Jimenez e Horovitz, 1958; Sawant, 1958; Horovitz e Jimenez, 1967, 1972;
Mekako e Nakasone, 1975; De Zerpa, 1980; Manshardt e Wenslaff, 1989; Drew et
al., 1998).

Jimenez e Horovitz (1958), com base na cruzabilidade de seis espécies
da familia Caricaceae, separaram-nas em trés grupos distintos: o primeiro, com
as espécies V. monoica, V. cauliflora, V. microcarpa e V. cundinamarcensis, todas
intercruzaveis entre si; o segundo, contendo apenas C. papaya; e o terceiro, com
a espécie V. goudotiana. O cruzamento entre os grupos 1 e 2 ndo formam
sementes maduras, mas, em alguns casos, por meio da cultura de embrides
imaturos, algumas plantas foram obtidas. Cruzamentos entre 0s grupos 2 e 3 ndo

foram bem sucedidos.



22

Mekako e Nakasone (1975), também trabalhando com cruzamentos
interespecificos e intergenéricos, obtiveram resultados que variaram desde a
obtencdo de frutos com sementes viaveis, passando por frutos com sementes
invidveis, frutos partenocarpicos, até a auséncia total de frutos, isto é,
nao-pegamento dos cruzamentos. Foi observada ainda a ocorréncia de heterose
nos F; resultantes dos cruzamentos entre V. cauliflora e V. monoica e entre V.
goudotiana e V. monoica. Ainda no primeiro cruzamento, verificou-se que o
hibrido era resistente ao PRSV-P, semelhantemente ao seu progenitor materno.

As barreiras de pré-fertilizacdo podem resultar do retardamento ou
inibicdo do crescimento do tubo polinico e da falta de germinacdo dos graos de
polen. Apoés a fertilizagdo, as principais barreiras sdo a morte do embrido, devido
a degeneracdo do endosperma, e a esterilidade total ou parcial das plantas
hibridas. No caso de alguns cruzamentos interespecificos em Vasconcellea e
principalmente em cruzamentos intergenéricos envolvendo C. papaya e espécies
de Vasconcellea, o principal problema € o aborto de embrido, causado pelo
nao-desenvolvimento do endosperma (Jimenez e Horovitz, 1958; Manshardt e
Wenslaff, 1989; Magdalita et al., 1997; Drew et al., 1998), o que tem limitado o
sucesso na obtencao de hibridos.

De acordo com Mahaewaran et al. (1986), um dos mais importantes
avancos no melhoramento de plantas é a quebra de barreiras interespecificas e
intergenéricas. Para tal, varias técnicas vém sendo utilizadas, tais como resgate
de embrido, regeneracdo de plantas a partir de calos de embrides, cultivo de
sementes imaturas, misturas de pélen, selecdo de linhagens de plantas silvestres
compativeis com as cultivadas, cruzamentos-ponte, dentre outras.

Através da hibridacéo interespecifica, associada ao resgate de embrido,
tem se conseguido, com relativo sucesso, a introgressdao de alguns genes de
interesse no mamoeiro, especialmente o gene de resisténcia ao PRSV-P (Chen et
al., 1991; Magdalita et al., 1996; Manshardt e Drew, 1998; Drew et al., 1998).
Foram obtidos hibridos interespecificos entre C. papaya e V. cauliflora por meio
de cruzamento e posterior resgate de embrido (Magdalita et al., 1996). Drew et al.
(1998) também obtiveram hibridos entre C. papaya e espécies silvestres de
Vasconcellea como V. quercifolia, V. cundinamarcensis, V. goudotiana e V.
parviflora, no entanto, varios deles apresentaram baixo vigor e ndo sobreviveram

ao transplantio para o campo.
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A espécie V. x heilbornii parece ser um hibrido interespecifico natural,
originado na regido centro-sul do Equador, onde seus provaveis progenitores, V.
stipulata e V. cundinamarcensis, crescem em altitudes entre 1.600-2.800 m
(Horovitz e Jimenez, 1967; Badillo, 1971, 1993). Atualmente, sdo conhecidas
duas variedades e uma cultivar dessa espécie: V. x heilbornii cv babaco, V. x
heilbornii var. chrysopetala e V. heilbornii var. fructifragrans. Esses hibridos
apresentam um certo grau de partenocarpia e podem ser propagados
vegetativamente (Badillo, 1993).

2.6.2. Marcadores moleculares

Estudos sobre as relagdes genéticas entre a espécie cultivada e espécies
silvestres relacionadas, através do RAPD (random amplified polymorphic DNA) e
isoenzimas (Moore e Litz, 1984; Jobin-Decor et al., 1997), RFLP (restrition
fragment length polymorphism) (Aradhya et al., 1999; Van Droogenbroeck et al.,
2004), AFLP (amplified fragment length polymorphism) (Kim et al., 2002; Van
Droogenbroeck et al., 2002; Kyndt et al., 2005b), SSR (simple sequence repeat)
(Kyndt et al., 2006) e ITS (internal transcribed spacer) (Olson, 2002; Kyndt et al.,
2005a) tém demonstrado uma ampla distancia genética entre Carica e
Vasconcellea. Alguns desses trabalhos tém sugerido ainda que Cylicomorpha é o
provavel ancestral dos demais géneros da familia e que Vasconcellea é um taxon
mais préximo de Jacaratia do que de Carica (Olson, 2002; Kyndt et al., 2005a).

Aradhya et al. (1999), num estudo envolvendo 11 espécies de
Vasconcellea, além de C. papaya e Jacaratia mexicana, através da analise de
DNA cloroplastidico (cpDNA), observaram uma consideravel divergéncia entre
elas. Constatou-se uma maior proximidade entre as espécies V. monoica e V.
microcarpa, e ainda entre V. glandulosa e V. quercifolia. Ao contrario do
esperado, Vasconcellea e Jacaratia ficaram mais proximos entre si do que
Vasconcellea e Carica, tendo este ultimo ficado isolado. Esses resultados levaram
a hipotese de que o0 mamoeiro teria se separado relativamente cedo das espécies
sul-americanas e evoluido, em isolamento, provavelmente na América Central. Na

América do Sul, o isolamento ecoldgico e as condigcbes extremas dos Andes
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teriam promovido a rapida diversificacdo e diferenciacdo das espécies de
Vasconcellea, tornando-as bastante distintas da espécie cultivada.

Com base neste ultimo trabalho, além de outros estudos prévios que
sinalizavam para as diferencas entre as espécies (Badillo, 1971, 1993; Horovitz e
Jimenez, 1967; Mekako e Nakasone, 1975; Manshardt e Wenslaff, 1989; Jobin-
Decor et al., 1997), Badillo propds a reabilitacdo de Vasconcellea a categoria de
género, no qual hoje estdo enquadradas 21 espécies.

No estudo de diversidade genética utilizando marcadores AFLP, Kim et al.
(2002) também encontraram diferencas bastante significativas entre C. papaya e
outras seis espécies de Vasconcellea. A média de similaridade observada entre o
mamoeiro e o grupo formado pelas espécies de Vasconcellea foi de 0,432,
enquanto a média de similaridade intragrupo foi de 0,729. As espécies mais
préximas entre si foram V. cundinamarcensis e V. stipulata (0,870), e a maior
distancia genética foi observada entre C. papaya e V. goudotiana, com uma
similaridade de apenas 0,364.

Van Droogenbroeck et al. (2002), também utilizando AFLP, analisaram a
diversidade genética entre Carica papaya, oito espécies de Vasconcellea e duas
de Jacaratia. Foram formados trés grupos principais, reunindo 0s acessos em
nivel de género. Vasconcellea foi subdividido em cinco subgrupos: o primeiro
contendo V. monoica e V. palandensis; o segundo, apenas com V. candicans; o
terceiro, V. cundinamarcensis; o quarto, V. weberbaueri e V. parviflora; e o quinto,
V. stipulata e V. x heilbornii. A maior similaridade entre espécies (0,81) foi entre V.
stipulata e V. heilbornii var. chrysopetala. Embora tenha sido observada uma
diferenga minima em relacéo ao nivel de similaridade entre os grupos formados,
0,23 entre Vasconcellea e Carica e 0,24 entre Vasconcellea e Jacaratia, na
dispersdo grafica pela analise de componentes principais foi possivel observar
gue Jacaratia e Vasconcellea sdo mais proximos entre si do que Carica em
relacdo a Vasconcellea, corroborando a proposta de evolucdo de C. papaya de
forma isolada das demais espécies sul-americanas (Aradhya et al., 1999).

Olson (2002), através da analise de sequéncias ITS e cpDNA, além de
comparacdes morfolégicas de espécies de quatro géneros de Caricaceae, propds
gue Cylicomorpha é o provavel ancestral dos demais géneros e que Jarilla € um

taxon proximo ao complexo Vasconcellea-Jacaratia, 0s mais proOximos entre si.
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Van Droogenbroeck et al. (2004), observando e comparando mutagoes,
delecbes e insercoes em sequéncias de DNA mitocondrial (mtDNA) e
cloroplastidico em Caricaceae, verificaram que, embora os resultados tenham
sido insuficientes para se fazerem inferéncias sobre as rela¢des intergenéricas na
familia, conclusbes em niveis taxonémicos inferiores foram geradas. Dois grupos
distintos foram formados: o primeiro, contendo nove espécies de Vasconcellea, e
0 segundo, com outras nove e mais C. papaya, duas espécies de Jacaratia e uma
de Cylicomorpha. Com base nestes grupamentos, cruzamentos mais promissores
entre espécies de Vasconcellea pertencentes a este Ultimo e C. papaya foram
indicados. Verificou-se ainda que o hibrido V. heilbornii € apenas fracamente
relacionado a V. cundinamarcensis e V. stipulata, os quais, de acordo com Badillo
(1971), seriam os seus possiveis progenitores. Por outro lado, foi encontrada
grande homologia entre este hibrido e V. weberbaueri, apontando-o como um dos
seus possiveis progenitores. Com base na discrepancia observada entre a
morfologia e os padrbes de cpDNA encontrados, foi sugerido que, além de V.
heilbornii, outras espécies podem ter se originado por hibridacédo, o que indicaria
um processo evolutivo reticulado em Vasconcellea.

Kyndt et al. (2005a), analisando cpDNA e também regides ITS de rDNA
nuclear, identificaram dois grandes grupos, resultando em duas provaveis linhas
evolutivas dentro de Vasconcellea;, a primeira contendo V. heilbornii, V.
weberbaueri, V. stipulata e V. parviflora; e a outra, com as demais espécies do
género. A incongruéncia observada entre os dados de ITS e de cpDNA em
algumas espécies de Vasconcellea sugere que pode ter ocorrido evolucao
reticulada neste género, corroborando os resultados encontrados por Van
Droogenbroeck et al. (2004). Além disso, as analises confirmam a monofilia de
Caricaceae, que Cylicomorpha seria o provavel ancestral dos demais géneros,
como proposto por Badillo (1971) e reforcado por Aradhya et al. (1999) e Olson
(2002), e que os progenitores dos géneros da América Central (Carica, Jarilla e
Horovitzia) divergiram cedo dos géneros sul-americanos e evoluiram
isoladamente, mais ao norte do continente americano, de acordo com a hipétese
de Aradhya et al. (1999). Esta hipétese também tem respaldo morfolégico, uma
vez que estes trés géneros tém ovario unilocular e os sul-americanos,

pentalocular (Badillo, 1993).
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2.6.2.1. Marcadores ISSR

Os ISSR (inter simple sequence repeat) sdo uma nova classe de
marcadores moleculares gerados por PCR e consistem em sequéncias de DNA
amplificadas entre dois microssatélites idénticos, porém orientados em direcOes
opostas. Esses marcadores vém sendo utilizados desde a década de 1990 como
fonte de polimorfismo na identificagdo de gendtipos, confeccdo de mapas
genéticos, selecdo assistida em programas de melhoramento, além de estudos
filogenéticos, avaliagdo e conservacdo de germoplasma (Gupta et al., 1994;
Zietkiewicz et al., 1994; Kantety et al., 1995; Parsons et al., 1997; Ajibabe et al.,
2000; Raina et al., 2001; Bornet et al., 2002; Archak et al., 2003; Saxena et al.,
2005).

Os microssatélites ou SSR (simple sequence repeats) mais comumente
usados como primers sdo sequéncias repetitivas de di, tri ou tetranucleotideos,
dispersas ao longo do genoma. Esses primers, normalmente entre 16 e 25 pares
de bases, podem ser ancorados nas extremidades 5' ou 3', com um a quatro
oligos degenerados, ou ainda ser ndo ancorados.

As principais vantagens desta técnica sdo a facilidade de utilizacao,
especialmente por ndo requerer conhecimento prévio sobre a seqiiéncia de DNA;
o alto grau de polimorfismo gerado, o0 uso de pequenas quantidades de DNA por
reacdo (5 a 20 ng), a especificidade e a reprodutibilidade devido ao tamanho
relativamente grande dos primers. Um aspecto ndo vantajoso seria o fato de ser
um marcador dominante, e, por ndo distinguir homozigotos e heterozigotos, nao
seria tao informativo quanto os SSR, por exemplo.

O Unico estudo com marcadores ISSR relatado até o momento em
Caricaceae foi desenvolvido por Saxena et al. (2005). Estes pesquisadores
trabalharam com 10 cultivares de C. papaya e compararam diferentes tipos de
marcadores moleculares. Verificou-se que os ISSR foram mais polimérficos que
0s proprios microssatélites, além de mais confiaveis e de maior reprodutibilidade
gque o RAPD, confirmando o potencial desta técnica como uma poderosa

ferramenta na caracterizacao genética e na diferenciacdo de genatipos.
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2.6.3. Hibridizac&o in situ fluorescente

Inicialmente, a caracterizacdo citologica dos genomas era baseada
apenas em caracteres morfolégicos observados no cariotipo, tais como numero
de cromossomos, tamanho dos bracos, posicdo dos centrdbmeros e localizacao
das constricbes secundarias. Com o surgimento de técnicas de bandeamento,
essa caracterizagdo foi significativamente melhorada, porém, para muitas
espécies que apresentavam cariotipos com cromossomos de tamanho e padrao
de bandas uniformes, a diferenciacdo dos materiais genéticos ainda era limitada.
Assim, o desenvolvimento da técnica de hibridizagdo in situ surgiu como um
grande avanco, o qual possibilitou a identificagdo de cromossomos individuais, em
funcéo da localizagdo de determinadas sequéncias de DNA associadas a outras
caracteristicas cromossémicas (Brasileiro-Vidal e Guerra, 2002).

A FISH (fluorescent in situ hybridization) € uma técnica que vem sendo
amplamente utilizada para estudar as relacdes cromossOmicas e evolutivas entre
espécies. Ela permite a localizacdo citomolecular de sequéncias Unicas e
repetitivas de DNA, diretamente nos cromossomos. A deteccdo dessas
seqiéncias in situ tem gerado avancgos importantes na citogenética de plantas,
destacando-se a construcdo de mapas fisicos, a investigacdo detalhada da
estrutura cromossbmica, o acompanhamento da quantidade de cromatina
introduzida em cruzamentos interespecificos e a analise de pareamentos
intergenémicos em plantas hibridas. A visualizacdo desta hibridizacdo € possivel
devido a utlizagdo de sondas marcadas com corantes fluorescentes. Estas
sondas podem ser usadas como marcadores citologicos na identificacdo de
Cromossomos ou segmentos, com base em sinais loco-especificos.

Em eucariotos, os genes ribossomais (rDNA) tém sido os mais utilizados
na hibridizacdo in situ, tanto como sondas quanto como sequUéncias-alvo. Os
rDNAs s&o basicamente de dois tipos: 0 que codifica para a sub-unidade 5S do
ribossomo, uma seqiiéncia repetitiva disposta em tandem; e a unidade conhecida
como 45S, com aproximadamente 9,2 kb, que contém os genes que codificam
para as sub-unidades 18S, 5,8S e 26S do ribossomo. Os genes rDNA, por
estarem presentes em um ou poucos cromossomos, podem ser usados como
marcadores cariolégicos na sua identificacdo, o que tem-se mostrado bastante

eficaz em espécies com cromossomos pequenos e similares (Leitch e
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Heslop-Harrison, 1992), como € o caso das espécies da familia Caricaceae. Além
disto, por serem bastante conservados evolutivamente, permitem que uma
sequéncia extraida de uma determinada espécie vegetal hibridize em qualquer
outra espécie (Guerra, 2000).

As principais vantagens da FISH s&do sua grande sensibilidade e
especificidade, além da rapidez na obtencdo dos resultados. Os sinais de
fluorescéncia podem ser capturados por cameras especiais ou microscopios a
laser para serem analisados por sistemas digitais de imagem, o que permite maior
precisdo na localizacdo das seqiéncias de interesse. As maiores desvantagens
da fluorescéncia séo a baixa durabilidade do sinal e a dificuldade de amplifica-lo.
Os corantes mais comumente empregados na coloracdo das sondas sao o FITC
(fluorescein isothiocyanate), o Cy3 (cyanine), o vermelho do Texas e a rodamina
(Guerra, 2000).

A FISH tem sido usada em diferentes culturas de importancia econdémica,
como a soja (Griffor et al., 1991), algodéo (Bergey et al., 1989; Hanson et al.,
1996; Zhao et al., 1998), tomate (Lapitan et al., 1991), arroz (Kharb et al., 2001),
maracuja (Melo e Guerra, 2003), sorgo (Kim et al.,, 2005), com diferentes
finalidades.

Os trabalhos de Mukai et al. (1990, 1991) e Jiang e Gill (1994a, 1994b)
em trigo, e de Leitch e Heslop-Harrison (1992; 1993) em cevada utilizaram a FISH
nao apenas para localizar genes ribossomais, mas também para identificar
determinados locos génicos, cujo polimorfismo era insuficiente para ser detectado
por uma analise RFLP convencional.

Em algodao, Hanson et al. (1996) utilizaram a FISH para determinar a
localizacédo e distribuicdo de locos de DNA ribossémico 5S e 18-28S, tanto na
espécie cultivada, tetraploide, quanto nos possiveis ancestrais dipldides. Os
autores encontraram uma grande variabilidade no numero, distribuicdo e tamanho
destes locos, nas diferentes espécies estudadas. Entretanto, ndo se verificou,
como era esperado, um aumento significativo no nimero de repeticbes destas
sequéncias na espécie tetraploide em relacao as diploides, sugerindo uma maior
complexidade e dinamismo evolutivo destas seqiiéncias no género Gossypium. Ja
Zhao et al. (1998) utilizaram a FISH para localizar uma sequéncia organizada em
tandem no genoma D do algodédo, a B77, de evolucéo relativamente rapida. Foi

observado um maior numero de coOpias destas sequéncias nas espécies
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tetraploides em relacdo as dipldides, o que pode estar relacionado com a sua
evolugcdo. O grande numero de coépias de B77 encontrado na espécie
G. gossypioides seria uma evidéncia de que ela seria o provavel ancestral
“doador” de genoma D.

Trabalhando com 20 espécies de Passiflora, Melo e Guerra (2003)
utilizaram a FISH para estudar a variabilidade de sitios 5S e 45S de rDNA, com o
intuito de verificar a relacdo existente entre elas, uma vez que estas espécies
possuem diferentes nimeros basicos de cromossomos. Com base no numero e
na localizacdo destas regifes, foi possivel sugerir que 0 genoma com x=6 € 0
provavel ancestral do género e que 0s grupos de espécies com x=9, x=10 e x=12
tenham origem tetrapléide.

Nenhum trabalho utilizando a técnica de FISH foi desenvolvido em
Caricaceae até o presente momento. Assim, este estudo sera o primeiro com
intuito de estabelecer nimero, localizac&o e distribuicdo de sequiéncias de rDNA

Nno mamoeiro e espécies relacionadas.
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3. TRABALHOS

ESTABELECIMENTO DE UM PROTOCOLO PARA OBTENCAO DE
METAFASES EM CARICACEAE

RESUMO

Em estudos citogenéticos, boas preparacdes citoldégicas sao
fundamentais para uma avaliacdo correta e confidvel do conteudo celular,
especialmente para analises cromossémicas. A obtencdo de células metafasicas
com cromossomos bem condensados e sem sobreposicdo de bragcos é pré-
requisito para o estabelecimento de um bom cari6tipo e para utilizacdo de
técnicas mais refinadas como a FISH. Espécies de Caricaceae possuem
cromossomos muito pequenos, de dificil condensacéo e visualiza¢do, o0 que torna
esta preparacao ainda mais complexa e delicada. Assim sendo, o objetivo deste
trabalho foi o estabelecimento de um protocolo para obtencdo de metafases
mitoticas em espécies de Caricaceae. Foram testados trés agentes antimitoticos
para o pré-tratamento e diferentes misturas fixadoras na etapa de obtencéo de
protoplastos, a fim de se verificarem quais combinacdes gerariam as melhores
preparacoes celulares. Os melhores resultados foram obtidos com trifluralina a

4 °C por 21h e uma mistura de metanol/acido acético, na propor¢cdo 2:1. Com
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base no protocolo definido, foi possivel observar células metafasicas com 18
cromossomos bem espalhados e individualizados em todas as espécies

estudadas.

ABSTRACT

In cytogenetic studies, good cytological preparations are essential to an
accurate and reliable evaluation of cell content, especially to chromosomic
analyses. Metaphasic cells with well condensed chromosomes and no arms
superposition are prerequisites for good karyotypes and more complex techniques
as FISH. Caricaceae species have very short chromosomes, which are hard to be
condensed and visualized. These facts increase the complexity of the
preparations. Therefore, the objective of this work was the elaboration of a routine
protocol to obtain mitotic metaphases in Caricaceae species. Three antimitotic
agents to the pre-treatment phase and several fixative solutions to the protoplast
suspension phase were tested to verify which ones would generate the best cell
preparations. The best results were obtained with trifluralin at 4° C during 21h and
a mixture of 2:1 methanol/ acetic acid. Based on this protocol, metaphasic cells
with 18 spread and well condensed chromosomes could be observed in all

analyzed species.

INTRODUCAO

A familia Caricaceae é formada por 35 espécies, distribuidas em seis
géneros: Carica, Vasconcellea, Jacaratia, Jarilla, Horovitzia e Cylicomorpha
(Badillo 1971, 2000, 2001). Todas as espécies sao estritamente didicas, com
excecao de V. monoica, V. cundinamarcensis e C. papaya, que sdo mondica,

monaoico-didica e didico-hermafrodita, respectivamente (Badillo 1971).
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O mamoeiro (C. papaya L.), Unica espécie cultivada e de importancia
econdmica da familia, € amplamente cultivado em paises tropicais e tem grande
destaque no Brasil, como produto de exportagcdo. Por outro lado, diversas
espécies de Vasconcellea sdo consideradas importantes repositorios de genes de
interesse ao melhoramento do mamoeiro (Manshardt e Wenslaff 1989; Drew et al.
1998) e potencialmente genes dessas espécies podem ser introgredidos na
espécie cultivada.

Estudos citogenéticos em Caricaceae vém sendo desenvolvidos desde a
década de 1940. Os primeiros registros cromossomicos, utilizando camara clara,
foram feitos por Kumar e Abraham (1942), nos quais foram representados os
cromossomos das espécies C. papaya e V. cundinamarcensis. Outros estudos
desta natureza foram realizados, sendo todas as espécies descritas como
diploides, com 2n=2x=18 cromossomos e com uma cariomorfologia bastante
similar, ndo tendo sido observados pares heteromdérficos em nenhuma delas
(Storey 1941, Darlington e Ammal 1945). Mais tarde, Datta (1971), trabalhando
com cinco variedades de C. papaya, estimou 0 comprimento dos cromossomos e
classificou-os como metacéntricos e sub-metacéntricos. O tamanho reduzido dos
cromossomos, sua similaridade e a auséncia de marcadores citolégicos capazes
de distingui-los tém dificultado a caracterizacdo citogenética das espécies de
Caricaceae.

A obtencao de boas preparacdes citologicas é essencial para uma correta
e adequada avaliagdo dos cromossomos, especialmente quando estes sao
pequenos e similares, como € o caso dos da familia Caricaceae. A obtencdo de
células metafasicas, com cromossomos bem condensados, espalhados e sem
qualquer sobreposicdo de bracos é um pré-requisito ndo apenas para 0
estabelecimento de um bom cariétipo, mas também para o desenvolvimento de
estudos mais elaborados como a hibridizacao in situ fluorescente (FISH). Sobre
este aspecto, dois pontos merecem destaque: o pré-tratamento e o preparo da
lamina.

A etapa de pré-tratamento utiliza inibidores de mitose, 0os quais destroem
as fibras do fuso, fazendo com que os cromossomos fiquem soltos no nucleo.
Além disso, promovem uma maior condensacdo destes, a clarificacdo das

constricbes e ainda permitem uma rapida penetracdo do fixador na etapa
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subsequente, facilitando a observacdo da morfologia cromossdmica (Sharma e
Sharma 1994).

No que se refere ao espalhamento dos cromossomos, a etapa final de
obtencédo de células mitéticas envolve a absor¢cdo de agua durante a evaporacao
do fixador presente na suspensdo preparada (Claussen et al. 2002). Este
processo € influenciado pela umidade e temperatura do ambiente em que a
lamina esta sendo preparada, tamanho da gota e sua distancia da lamina,
guantidade de fixador evaporado e a propria temperatura da lamina no momento
do preparo (Spurbeck et al. 1996).

Considerando esses aspectos, 0 objetivo deste trabalho foi estabelecer
um protocolo para obtencdo de metafases em espécies de Caricaceae, de forma
a permitir a elaboracdo dos seus cari6tipos, bem como obter laminas para
aplicacdo da técnica de FISH. Assim, diferentes agentes antimitoticos, em
diferentes tempos e temperaturas de exposicado, foram avaliados, além de
diversas solugbes fixadoras com o intuito de se verificar qual delas geraria as

melhores preparacdes celulares.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e pré-tratamento

Plantas de C. papaya, ‘Solo’ e ‘Maradol’, hermafroditas e dibicas,
respectivamente, de V. cundinamarcensis e V. goudotiana foram cultivadas em
casa de vegetacdo, em condi¢cbes recomendadas para a cultura. Pontas de raizes
de 1-2 cm de comprimento foram coletadas destas plantas e pré-tratadas com
diferentes inibidores mitéticos, em ensaios preliminares para escolha do melhor
pré-tratamento (Tabela 1). Posteriormente, estes materiais foram fixados em

solucado de etanol: acido acético (4:1) por 24h em temperatura ambiente (25 °C).
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Tabela 1 - AntimitGticos, tempos e temperaturas de exposi¢do avaliados

ANTIMITOTICO TEMPOS (h) TEMPERATURAS ( °C)
a-bromonaftaleno 1,2;4;8 4e25
(solucéo saturada)

8-hidroxiquinolina (2,5 mM) 1;2;4;8;16 4e25
Trifluralina (2 uM) 2; 4,8, 16; 21,24 4e25

Obtencado de metafases

A digestdo enzimatica de pontas de raizes fixadas foi feita de acordo com
0 protocolo proposto por Jewell e Islam-Faridi (1994) e Kim et al. (2005),
variando-se apenas a solucao final na qual foram ressuspensos os protoplastos
(4:1 e 2:1 etanol/acido acético e 4:1 e 2:1 metanol/acido acético).

Aliquotas (3 pl) de cada uma destas suspensdes foram gotejadas em
laminas previamente limpas, as quais foram colocadas para secar em camara
umida. Assim, diversas laminas contendo cromossomos em metéafase foram
obtidas e examinadas em contraste de fase (Zeiss DCP-2E) para avaliagdo da
melhor solucéo fixadora e posteriormente coradas com Azure B para captura das
imagens em microscépio 6tico. Foram avaliadas, individualmente, cerca de 20
metafases mitoticas para cada inibidor, em cada um dos tempos e temperaturas

testados, num total de pelo menos 600 analises.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O melhores resultados de pré-tratamento foram obtidos com uma solucéo
de trifluralina 2 yM durante 21h a 4 °C (Figura 1), sendo este o procedimento
adotado como padrédo para posterior avaliacdo das preparacbes mitoticas. De
maneira geral, tempos inferiores a quatro horas, em ambas as temperaturas, nao
foram eficientes na condensacdo dos cromossomos das espécies avaliadas,

exceto o a-bromonaftaleno, em temperatura ambiente, por 4h. Embora este
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composto quimico tenha gerado uma condensacdo considerada satisfatoria,
permitindo a visualizacéo clara dos centrobmeros, nao foi totalmente eficiente, uma

vez que a delimitacdo dos bracos cromossdmicos néo ficou bem definida.

-.

Figura 1. Cromossomos metafasicos pré-tratados com trifluralina 2 uM a 4 °C por
21h e obtidos a partir de uma supenséo de protoplastos em solucéo 2:1
de metanol/acido acético. A) C. papaya cv. Maradol; B) C. papaya, cv.
Solo; C) V. cundinamarcensis; D) V. goudotiana. Barra = 5 pum.

Por outro lado, com excecéao da trifluralina, tempos de exposicao iguais ou
superiores a 8h mostraram-se demasiados, e a intensa condensacdo dos

cromossomos reduziu muito seu tamanho, ndo permitindo a observacdo das
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constricbes primarias nem a medicdo dos bracos cromossémicos (dados nao
apresentados). O pré-tratamento com 8-hidroxiquinolina foi ineficiente, em todos
0s tempos e temperaturas testadas. Embora seja um antimitético amplamente
utilizado em estudos citogenéticos, tem sido observada uma maior eficiéncia em
espécies com cromossomos meédios a grandes (Sharma e Sharma 1994; Singh
2002).

A trifluralina foi o mais eficiente inibidor de mitose nas espécies avaliadas,
produzindo um grande numero de células mitéticas por lamina (entre cinco e 14
células), além de melhor condensacdo dos cromossomos, permitindo uma
eficiente identificacdo de sua morfologia (Figura 1).

No que se refere a obtencdo de protoplastos, misturas contendo metanol
foram superiores as com etanol, sendo a relacdo 2:1 metanol/acido acético a mais
eficiente no espalhamento dos cromossomos, para todas as espécies analisadas
(Figura 1). Andras et al. (1999), avaliando diferentes propor¢des de alcool/acido
aceético, verificaram que a mistura metanol/acido acético na proporcao 4:1 foi a
melhor solugdo fixadora para obtencdo de cromossomos bem espalhados em
arroz, tomate, roseira e cacau.

Embora o metanol seja apenas ocasionalmente utilizado em plantas, €
intensamente empregado em solucdes fixadoras para cromossomos animais. Sua
velocidade de evaporacao € superior a do etanol e, além disso, enquanto o etanol
promove a retragcdo dos cromossomos, 0 metanol tem efeito oposto, sendo esta
uma caracteristica vantajosa em preparacdes citoldgicas nas quais, pela absorcao
de agua e expansdo mais efetiva dos protoplastos, ocorre melhor espalhamento
dos cromossomos (Sharma e Sharma 1994).

Assim, neste trabalho, foi definido um protocolo de rotina eficiente para
obtencdo de metafases mitéticas em espécies de Caricaceae. Para a aquisicao
de boas preparacdes celulares, o pré-tratamento foi feito com trifluralina 2 uM a
4 °C por 21h; a fixagdo, com uma mistura de etanol/acido acético 4:1 por 24h,
seguida de digestdo enzimatica. Os protoplastos foram ressuspensos em uma
mistura de metanol/acido acético na proporcao 2:1, e as melhores laminas obtidas

a partir desta suspenséao foram selecionadas para a realizacao da FISH.
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HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE COM SONDAS 18S E 5S rDNA EM
MAMOEIRO (CARICA PAPAYA L.) E ESPECIES SILVESTRES
RELACIONADAS

RESUMO

O mamoeiro (C. papaya L.) € amplamente cultivado em regides tropicais.
Espécies relacionadas como V. cundinamarcensis e V. goudotiana sdo fontes de
genes de interesse a serem introgredidos na espécie cultivada, mas, para isso,
faz-se necessario um estudo das relacdes genéticas entre estas espécies. A
existéncia de cromossomos pequenos e similares, auséncia de cromossomos
sexuais heteromorficos e de marcadores citomorfologicos dificultam a
caracterizacao destas espécies via cariotipagem convencional. Assim, atraves da
FISH, utilizando-se sondas de DNA ribossémico, podem ser gerados marcadores
que auxiliem essa identificacdo e gerem informacdes sobre as relagdes genéticas
entre as espécies em questdo. Pelo nimero e posicdo de sitios de rDNA
observados, verificou-se uma maior proximidade entre V. cundinamarcensis e V.
goudotiana, enquanto C. papaya se diferenciou destas. Ambas espécies de
Vasconcellea apresentaram apenas um par de sitios 5S, enquanto em C. papaya
foram observados trés pares. Por outro lado, apenas um par 18S foi encontrado no
mamoeiro, tendo sido observados quatro e cinco sitios 18S em V. goudotiana e V.
cundinamarcensis, respectivamente. Acredita-se que o sitio 18S ndo pareado em
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V. cundinamarcensis esteja localizado no cromossomo sexual Y, no entanto,

futuros estudos em FISH s&o necessarios para confirmar esta hipétese.

ABSTRACT

Papaya (C. papaya L.) is cultivated widely as a fruit crop in the tropics.
Related species as V. cundinamarcensis and V. goudotiana are sources of
desirable genes to be introgressed in the cultivated species, although it is
necessary to understand the genetic relationships among these species to reach
this purpose. Their chromosomes are very small and similar and there are no
reports of heteromorphic pairs or cytomorphological markers, difficulting the
characterization of these species by conventional karyotyping. For these reasons,
analyses with the fluorescent in situ hybridization (FISH) using rDNA probes can
provide several karyological markers able to distinguish chromosomes and to
produce informations about the genetic relationships among these species. By the
number and the position of rDNA sites, it was verified that V. cundinamarcensis
and V. goudotiana were closer while C. papaya was isolated from them. Both
Vasconcellea species showed only one pair of 5S site whereas three pairs were
found in C. papaya. On the other hand, one 18S site was observed in papaya while
four and five 18S sites were found in V. goudotiana and V. cundinamarcensis,
respectively. It is possible hypothesize that the unpaired signal of 18S probe in V.
cundinamarcensis can be located in a sexual chromosome, more specifically in Y
chromosome. Further FISH studies are required to confirm this hypothesis of sex-

chromosome linkage.

INTRODUCAO

A familia Caricaceae € composta por seis géneros que, em conjunto,

compreendem 35 espécies (Badillo 1993, 2000). Todas as espécies descritas
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possuem 2n=2x=18 cromossomos e sao classificadas como diploides e didicas,
exceto Vasconcellea monoica, V. cundinamarcensis e Carica papaya, que Sao
monadica, mondico-didica e didico-hermafrodita, respectivamente (Badillo 1971).

O mamoeiro (C. papaya L.) € a espécie de maior importancia econémica da
familia Caricaceae e tem sido amplamente cultivado em paises de clima tropical.
Sendo a Unica espécie do género Carica (Badillo 2000), outros géneros proximos e
relacionados podem ser considerados como fontes de germoplasma para o
melhoramento genético dessa espécie.

O género Vasconcellea retne 21 espécies de Caricaceae, sendo, portanto,
0 maior género da familia (Badillo 2000, 2001). Consequentemente, espécies de
Vasconcellea sédo fontes potenciais de genes uteis ao melhoramento do mamoeiro.
Dentre as diversas caracteristicas presentes em Vasconcellea que poderiam ser
vantajosamente introgredidas na espécie cultivada, trés merecem destaque:
resisténcia ao papaya ring spot virus (PRSV-P) (Malaguetti et al. 1957; Ricelli 1963;
Horovitz e Jimenez 1967; Alvizo e Rojkind 1987; Magdalita et al. 1988), tolerancia ao
frio e altos teores de acucar (Manshardt e Wenslaff 1989; Drew et al. 1998).

A fim de se conhecerem as relacOes interespecificas e intergenéricas em
Caricaceae, diversos estudos em nivel molecular tém sido conduzidos. Resultados
obtidos a partir de marcadores RAPD (Moore e Litz 1984; Jobin-Decor et al. 1997),
RFLP (Aradhya et al. 1999; Van Droogenbroeck et al. 2004) e AFLP (Kim et al.
2002; Van Droogenbroeck et al. 2002; Kyndt et al. 2005) revelaram que Carica e
Vasconcellea sdo geneticamente distantes. A utilizagdo do germoplasma de
Vasconcellea no melhoramento do mamoeiro depende, em ultima analise, do grau
de relacdo genbmica entre eles, particularmente no que se refere as semelhancas
cromossOmicas estruturais, pareamento meidtico e consequiente recombinacao,
além da propria compatibilidade genética. Assim, a caracterizacao cariotipica destes
taxons constitui um importante passo para futuras introgressées de germoplasma de
Vasconcellea nos programas de melhoramento de C. papaya.

Todos os nove cromossomos do genoma hapléide do mamoeiro sdo
bastante pequenos e similares, podendo ocorrer variagbes no comprimento, de
acordo com o pré-tratamento e os cultivares analisados (Datta 1971; Damasceno
Junior et al. 2008). Esta espécie possui ainda um reduzido contetdo 1C de DNA,
estimado em 368 Mpb por Bennett e Smith (1976), 372 Mpb por Arumuganathan e
Earle (1991) e 404 Mpb por Ohri et al. (2004), o que significa cerca de 3,8 pg.
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Embora o mamoeiro seja didico, ndo ha relatos de cromossomos ndo pareados ou
pares heteromorficos, caracteristicas estas que seriam esperadas em cromossomos
sexuais evolutivamente avancados. Entretanto, uma regido responsavel pela
determinacéo sexual nesta espécie vem sendo definida (Liu et al. 2004). De maneira
geral, o reduzido tamanho dos cromossomos, a auséncia de um par heteromoérfico e
de marcadores citomorfologicos tém gerado dificuldades para a cariotipagem do
mamoeiro, de forma que estratégias adicionais fazem-se necessarias para se atingir
este intento de maneira satisfatoria.

Uma técnica relativamente nova que vem sendo usada para investigar
relagBes gendmicas entre espécies e em nivel cromossémico é a hibridizacao in situ
fluorescente (FISH - fluorescent in situ hybridization). Ela permite a identificacao
citomolecular direta de sequéncias de DNA, repetitivo ou nao, sobre o0s
cromossomos, com base na hibridizacdo homodloga-dependente de sondas de
acidos nucléicos. Os sinais gerados pelas marcacdes fluorescentes localizados nas
regibes onde as sondas se hibridizam podem ser usados como marcadores
citolégicos na identificacdo de cromossomos ou segmentos destes. Em eucariotos,
sequéncias repetitivas organizadas em tandem como 18-26S e 5S de genes
ribossémicos (rDNA) estéo localizadas em uma ou poucas regides cromossémicas,
podendo ser convenientemente usadas como marcadores cariolégicos na
identificacdo de cromossomos, 0 que € especialmente Ut em espécies cujos
Cromossomos sao pequenos e/ou similares (Leitch e Heslop-Harrison 1992).

Os objetivos principais deste trabalho foram localizar regibes 18S e 5S
rDNA em C. papaya, V. goudotiana e V. cundinamarcensis através da FISH e
determinar o nimero e a posicdo destes sitios, gerando marcadores para a
identificacdo de alguns cromossomos e outras informagdes que possam ser

relevantes sobre a estrutura genémica destas espécies.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e pré-tratamento

Plantas de C. papaya, cultivares ‘Solo’ e ‘Maradol’, hermafroditas e
didicas, respectivamente, além de femininas e masculinas de V. goudotiana e
monaicas de V. cundinamarcensis foram cultivadas em vasos e mantidas em casa
de vegetacdo, no periodo de maio a novembro, na cidade de College Station,
Texas, EUA (30,61N, 96,32W). Pontas de raizes de 1-2 cm de comprimento de
cada uma destas plantas foram coletadas e pré-tratadas com uma solugcédo de
trifluralina 2 uM durante 21h a 4 °C (Costa et al. 2008) e em seguida, fixadas em

solucéo de etanol/acido acético (4:1) por 24h em temperatura ambiente.

Obtencéo das metafases

Para a obtencdo de laminas contendo cromossomos metafasicos,
seguiu-se o protocolo proposto por Jewell e Islam-Faridi (1994), modificado por
Costa et al. (2008). Este material foi examinado em contraste de fase, em
aumentos de 100X e 250X (Zeiss DCP-2E), e as cinco melhores laminas de cada

planta foram selecionadas para FISH.

Isolamento e marcacédo das sondas

Os plasmidios pAm033, contendo o fragmento de 470 pb de 5S rDNA de
Acacia melanoxylon em pUC118 (gentilmente cedido por Rudi Appels) e pGmr3,
contendo o fragmento de 4,5 kb 18S-28S rDNA de Glycine max em pBR325
(gentilmente cedido pelo Dr. E. Zimmer), foram isolados através de lise alcalina e
purificados com o Plant DNeasy kit (Qiagen, Valencia, CA). Os DNAs foram entéo
marcados com biotina-16-dUTP ou digoxigenina-11-dUTP utilizando-se o BioNick
Labeling system (Roche Molecular Biochemicals, Indiana, EUA).



44

FISH

O processo de desnaturacdo das sondas e do DNA, hibridizagéo,
deteccéo e captura de imagem das laminas pode ser assim resumido:

As laminas foram desnaturadas a 70 °C com solucdo de formamida
70%/2x SSC por 1,5min, desidratadas em uma série crescente de etanol e secas
ao ar. A mistura contendo as sondas foi desnaturada a 90 °C por 10min e 25 pl
foram adicionados as laminas, as quais foram cobertas com laminulas, seladas e
incubadas em camara Umida a 37 °C por 24h.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas trés vezes com 2xSSC a 40 °C
e duas vezes com 4xSSC/Tween 20 0,2% a temperatura ambiente, 5 min cada
uma. Cada lamina foi blogueada com 200 pl de BSA 5% (w/v) em
4xSSC/Tween 20 0,2%, cobertas com laminulas e incubadas por 5min. Em
seguida, as laminulas foram removidas e foram adicionados 200 pl de uma
mistura de Cy3-streptavidina (5 pg/ml) e FITC-antidigoxigenina (5 pg/ml) em
BSA 5%/4xSSC/Tween 20 0;2% em cada lamina, que foram entdo cobertas com
laminulas e incubadas em camara Umida por 30min a 37 °C. Apo6s quatro
lavagens com 4xSSC/Tween 20 0,2% (2min a 37 °C cada uma) e posterior
secagem, as laminas foram contracoradas com DAPI, cobertas com laminulas e
incubadas a -20 °C por 30min antes da visualizac&o.

As imagens foram observadas em microscopio fluorescente Olympus
AX-70 (Olympus America, Melville, MD, EUA) acoplado a uma camera de 1,3
Megapixels (Photometric, Tucson, AZ, EUA), com a qual as imagens foram
capturadas e analisadas com auxilio dos programas Mac-Probe v.4.2.3 e Optimas
v 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero diploide de cromossomos observado em V. goudotiana (Figura
1), V. cundinamarcensis (Figura 2) e C. papaya (Figura 3) foi 2n=18, sendo suas
respectivas cariomorfologias regulares e simétricas. A hibridizacdo in situ,

utilizando sondas 5S e 18S revelou sinais de diferentes intensidades. Em todas as
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espécies analisadas, os cromossomos foram classificados como metacéntricos ou
submetacéntricos. Embora nesta pesquisa nao tenha sido proposta a aplicacdo
da técnica de bandeamento DAPI (4,6-diamidino-2-phenyl-indole) e, portanto, nédo
tenham sido concentrados esforcos no sentido de otimiza-la para utilizacdo em
Caricaceae, foi observada uma coloracdo diferencial nos cromossomos das
espécies estudadas, a qual, em associacdo com as sondas, permitiu a
identificacdo dos respectivos pares cromossdomicos (Figuras 1A, 2A e 3A).
VariacOes longitudinais na intensidade do DAPI sugerem que as densidades de
sequéncias ricas em A-T ndo estdo distribuidas aleatoriamente, ocorrendo em
maiores niveis nas regides proximas aos centromeros.

A andlise das metafases de V. goudotiana por meio da FISH revelou a
presenca de sinais 5S rDNA em apenas um par de cromossomos homodlogos,
enguanto os sinais de 18S rDNA foram observados em dois outros pares, sendo um
sitio maior e outro de tamanho meédio, ambos préximos aos respectivos centrdmeros
(Figura 1B). Nao foram observados sinais 5S rDNA e 18S rDNA num mesmo

cromossomao.

Figura 1. FISH em cromossomos metafasicos de V. goudotiana utilizando sondas
de DNA ribossomal 5S (vermelho) e 18S (verde). (A) coloracdo com
DAPI: nimeros de 1 a 9 identificam os pares cromoss6micos, porém
nao se referem a sua classificacao; (B) sitios de 5S e 18S rDNA.
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O maior sitio 18S foi localizado na regido central de um dos maiores pares
cromossOmicos, enquanto o0 menor sitio 18S e também o 5S ocorreram em
cromossomos de tamanho mediano. O sitio 5S rDNA foi posicionado
submedialmente e o sitio menor 18S rDNA foi localizado na regido subtelomérica.
N&o foram observadas diferencas quanto ao numero e posicionamento das sondas
entre metafases provenientes de plantas femininas ou masculinas nesta espécie.

Na espécie V. cundinamarcensis, cerca da metade dos pares
cromossOmicos apresentou regides com brilho mais intenso quando coradas com
DAPI (Figura 2A). A anélise da FISH revelou um par de sinais 5S rDNA e cinco
sitios 18S rDNA, todos néo-sinténicos (Figura 2B). A sonda 5S foi localizada num
par de cromossomos de tamanho médio, muito préxima a regido
periocentromérica e heterocromatica, intensamente corada com DAPI e muito

préxima também a propria constricao primaria.

Figura 2. FISH em cromossomos metafasicos de V. cundinamarcensis utilizando
sondas de DNA ribossomal 5S (vermelho) e 18S (verde). (A) coloragao
com DAPI: nimeros de 1 a 9 identificam os pares cromossémicos,
porém nao se referem a sua classificacéo; (B) sitios de 5S e 18S rDNA.
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Os cinco sitios 18S rDNA incluiram dois pares de sinais, um dos quais foi
localizado na posicao medial de um cromossomo, no qual ndo foi observada uma
regido brilhante na coloragdo com DAPI e para o qual a posicao submedial da
constricdo primaria classifica-o como submetacéntrico. O outro par de sitios 18S
foi localizado subterminalmente num cromossomo metacéntrico  cujo
bandeamento DAPI foi moderadamente intenso na regido pericentromérica. O
sinal 18S isolado foi situado medialmente num cromossomo metacéntrico de
tamanho médio, distalmente do qual existe uma pequena banda DAPI
relativamente forte. Assim um par cromossémico pdde ser diferenciado dos
demais ndo apenas pela presenca da sonda 18S em um dos homologos, mas
também pelo seu estado relativamente distendido.

Em C. papaya, apenas um par de sitios 18S rDNA foi observado,
localizado na posicdo medial, proximo a regido centromérica do maior par de
cromossomos. Por outro lado, dois pares de sitios maiores e um par menor de 5S
rDNA foram observados, também préximos aos centrémeros (Figura 3B). A FISH
revelou que sitios 5S rDNA foram nao-sinténicos aos sitios 18S rDNA. Nao foram
observadas diferencas entre metafases provenientes de plantas femininas,

masculinas ou hermafroditas.

Figure 3. FISH em cromossomos metafasicos de C. papaya, utilizando sondas de
DNA ribossomal 5S (vermelho) e 18S (verde). (A) coloracdo com DAPI:
numeros de 1 a 9 identificam os pares cromossdmicos, porém nao se
referem & sua classificacéo; (B) sitios de 5S e 18S rDNA.
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Andlises citologicas prévias em mamoeiro mostraram que Sseus
cromossomos nao diferem significativamente, nem em comprimento nem na
relacdo de bragcos, o que dificulta sua distincdo morfoldégica (Datta 1971,
Damasceno Junior et al. 2008). Os resultados do presente trabalho, no entanto,
sugerem que, em consonancia com a morfologia cromossémica, o bandeamento
DAPI, o tamanho relativo e a posicédo dos sitios de rDNA, & possivel reconhecer
guatro dos nove pares de cromossomos homoélogos, nas diversas células
estudadas. Na verdade, espera-se que apenas com 0 aprimoramento do
bandeamento DAPI seja possivel identificar todos os cromossomos nos cariotipos
obtidos e também em outros relacionados, como por exemplo trissdmicos
primérios derivados deste. No entanto, devido a resolucdo longitudinal limitada
gerada por esta técnica, outras mais sofisticadas baseadas em FISH deverao ser
aplicadas para uma analise mais robusta.

O numero de sitios 5S e 18S rDNA observados sugerem gque as espécies V.
cundinamarcensis e V. goudotiana sdo mais proximas entre si que C. papaya destas
duas. Ambas espécies de Vasconcellea apresentaram apenas um par de sinais 5S,
enquanto em C. papaya foram observados trés pares. Por outro lado, apenas um
par de 18S foi encontrado no mamoeiro, € o nimero de sitios 18S em V. goudotiana
e V. cundinamarcensis foram quatro e cinco, respectivamente.

Até pouco tempo, Vasconcellea era considerado uma secdo, proxima a
secao Carica , ambas pertencentes ao género Carica. A principal diferenga entre
estas secOes baseava-se na morfologia do ovario, pentalocular e unilocular,
respectivamente (Badillo 1971, 1993). Mais tarde, com base em evidéncias
genéticas (Aradhya et al. 1999), Vasconcellea foi reabilitado a categoria de género,
englobando 21 espécies e o género Carica tornou-se entdo monoespecifico,
contendo apenas a espécie C. papaya (Badillo 2001). Diversas analises moleculares
tém confirmado a distancia genética entre Carica e Vasconcellea e tém dado
suporte a esta elevacao taxondmica (Jobin-Decor et al. 1997; Aradhya et al. 1999;
Olson 2002; Kim et al. 2002; Van Droogenbroeck et al. 2002, 2004; Kyndt et al.
2005).

Um fator adicional que reitera a fragil relacdo taxonémica entre estes dois
géneros é a compatiblidade de cruzamentos. Embora muitas espécies de
Vasconcellea possam ser intercruzadas e produzam hibridos com diferentes niveis

de fertilidade (Jimenez e Horovitz 1958; Sawant 1958; Horovitz e Jimenez 1967;
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Badillo 1971; Mekako e Nakasone 1975), barreiras pos-zigéticas foram relatadas em
cruzamentos entre C. papaya e diversas espécies de Vasconcelllea (Jimenez e
Horovitz 1958; Manshardt e Wenslaff 1989; Magdalita et al. 1997; Drew et al. 1998),
sendo que alguns hibridos foram obtidos utilizando-se resgate de embrido
(Manshardt e Wenslaff 1989; Chen et al. 1991; Magdalita et al. 1996; Manshardt e
Drew 1998; Drew et al. 1998).

Um aspecto bastante interessante observado no presente estudo foi o sitio
de 18S nao pareado em V. cundinamarcensis. Uma possivel explicacdo para este
resultado pode estar relacionada a existéncia de cromossomos sexuais em
Caricaceae. O dioicismo estrito € o sistema reprodutivo que prevalece nesta familia.
Assim, a maioria das espécies teria os individuos masculinos heterogaméticos (XY),
com cromossomo Y normal, enquanto as plantas femininas seriam homogaméticas
(XX) (Horovitz e Jimenez 1972), havendo apenas trés excecdes: V. monoica,
estritamente monodica (Badillo 1971) e homogamética (ZZ) (Horovitz e Jimenez
1972), C. papaya, didico-hermafrodita, com plantas femininas (XX), masculinas
(XY1) e hermafroditas (XY2) (Storey 1941; Hofmeyr 1941) e V. cundinamarcensis,
monoico-didica, com plantas femininas (XX), masculinas e didicas (Badillo 1971),
ambas de constituicdo genética do tipo XYP™ (Horovitz e Jimenez 1972). Esta
condicado hermafrodita seria devida a interacéo existente entre o citoplasma pm e o
cromossomo sexual YP" (Horovitz e Jimenez 1972). Andlises meidticas de V.
cundinamarcensis mostraram a presenca de trés bivalentes associados ao nucléolo
e que, dos nove bivalentes observados na metafase |, um deles, frequentemente,
nao estava alinhado na placa equatorial (De Zerpa 1980), o que poderia ser um
indicio de um par sexual, embora Damasceno Junior et al. (2008) ndo tenham
observado qualquer par heteromorfico nesta espécie.

Acerca de C. papaya, embora nenhum heteromorfismo cromossoémico tenha
sido observado, ha relatos sobre um par de cromossomos que apresentou atraso na
separacdo durante a anafase (Frankel e Galun 1977). Atrasos nesta separa¢do sao
frequientes em sistemas didicos em animais, sendo considerados como um sistema
XY incipiente (Lewis e John, 1968, citados por Frankel e Galun, 1977), o que, no
entanto, ainda ndo havia sido confirmado em plantas. Um estudo molecular recente
em mamoeiro revelou a existéncia de uma peguena regido macho-especifica no

cromossomo Y que ndo recombina com o X, sugerindo que 0S Cromossomos
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sexuais nesta espécie podem ter evoluido a partir de um par de cromossomos
autossomais (Liu et al. 2004), o que seria entdo um sistema XY incipiente.

Com base nestes fatores e considerando que todas as imagens
analisadas de V. cundinamarcensis foram provenientes de plantas mondicas
(heterogameéticas), é possivel supor que o sitio 18S ndo pareado observado na
espécie esta localizado em um cromossomo sexual, mais especificamente no
cromossomo Y. Além disso, existem pelo menos dois relatos que associam 0s
sinais 18S com cromossomos sexuais em plantas, em Marchantia polymorpha
(Nakayama et al. 2001) e em Spinacia oleracea (Lan et al. 2006). Em ambos os
casos, 0s sinais 18S ocorreram aos pares em individuos femininos, enquanto que
nos machos ocorreram isoladamente, ou seja, ndo pareados. No presente
trabalho, ndo foram analisadas metafases de plantas femininas de V.
cundinamarcensis, de forma que futuros estudos com FISH serdo necessarios
para confirmar a hipétese da relacdo de sitios 18S com cromossomos sexuais
nesta espécie.

Além de determinar o posicionamento fisico de locos 5S e 18S nas
epécies estudadas, foi demonstrado qua a FISH €&, de fato, uma ferramenta
bastante util na cariotipagem cromossdémica e na determinacédo de interrelacbes
gendmicas entre tdxons relacionados. Como a localizacdo dos locos génicos 5S e
18S rDNA ainda néo foi definida nos mapas de ligagdo do mamoeiro, este é
provavelmente o primeiro relato ndo apenas destes locos em C. papaya e outras
espécies de Caricaceae analisadas, mas também a primeira indicacao de sintenia

entre locos rDNA e de determinagéo sexual em Caricaceae.
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UTILIZACAO DE MARCADORES ISSR COMO FERRAMENTA AUXIL IAR EM
ESTUDOS FILOGENETICOS, NA FAMILIA CARICACEAE

RESUMO

Os marcadores ISSR baseiam-se na abundéncia e variabilidade dos
microssatélites presentes no genoma das plantas, utilizando-os como primers nas
reacdes de amplificacdo das regibes entre eles, as quais tém-se mostrado
bastante polimérficas. Aléem disso, apresentam uma alta reprodutibilidade de
resultados, o que tem intensificado seu uso em estudos evolutivos e filogenéticos.
Assim, o0 objetivo deste trabalho foi determinar um protocolo para andlise de
divergéncia genética em Caricaceae utilizando-se marcadores ISSR para a
deteccdo de polimorfismos em niveis genérico e infragenérico. Foram analisadas
guatro espécies da familia Caricaceae: Carica papaya, Vasconcellea goudotiana,
V. monoica e Jacaratia spinosa. O estudo foi conduzido com nove primers, 0s
guais foram capazes de distinguir todas as espécies. Entre estes primers,
(AGC)sGR foi 0 mais eficiente em relacdo ao numero total de marcas e também
em relacdo as bandas polimorficas (maior nivel de polimorfismo). Com base nos
resultados encontrados, foi possivel concluir que as espécies V. monoica e V.
goudotiana sdo geneticamente proximas e que Jacaratia € o0 género que mais se
aproxima de Vasconcellea. O género Carica mostrou-se geneticamente distante

dos demais. A formacdo dos grupos observada neste estudo corrobora outras
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analises moleculares que sugerem uma ampla divergéncia genética entre Carica

e Vasconcellea.

ABSTRACT

The ISSR (inter simple sequence repeats) markers are based on the
abundance and variability of microsatellites (SSR) dispersed along the plant
genomes. The ISSR are generated by the amplification of inter-microsatellites
regions, using the SSR as primers. The ISSR are very polimorfic. Moreover, their
results are reproducible which have increased its use in evolutionary and
phylogenetic studies. Thus, the objective of this work was to establish an ISSR
protocol to study the genetic divergence in Caricaceae, detecting polymorphisms
at generic and infra-generic levels. Four Caricaceae species were analyzed:
Carica papaya, Vasconcellea goudotiana, V. monoica and Jacaratia spinosa. The
ISSR-PCR was performed with nine primers and they were able to distinguish all
species. Among the primers, the (AGC)sGR was the most powerful for ISSR
amplifications regarding the number of amplified bands and polymorphism level.
The results showed that V. monoica and V. goudotiana are closely related species
and Jacaratia is closer to Vasconcellea than to Carica. The Carica genus was
genetically distant from the others. The cluster distribution observed in this work
corroborates other molecular and phylogenetic investigations suggesting a large

genetic distance between Carica and Vasconcellea.

INTRODUCAO

A familia Caricaceae é composta por 35 espécies, distribuidas em seis
géneros: Carica, Vasconcellea, Jacaratia, Jarilla, Horovitzia e Cylicomorpha
(Badillo 1971, 2000, 2001). Todas as espécies descritas sdo diploides e possuem

2n=2x=18 cromossomos.
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O mamoeiro (C. papaya L.), Unica espécie pertencente ao género Carica
(Badillo 2000), é uma fruteira de grande importancia econémica nos paises
tropicais, especialmente no Brasil, que € um dos maiores produtores e
exportadores mundiais.

Vasconcellea, o maior género da familia Caricaceae, contém 21 das 35
espécies descritas (Badillo 2000, 2001). Muitas destas espécies possuem
caracteristicas de interesse que podem ser introgredidas no mamoeiro, tais como
genes de resisténcia ao PRSV-P (Ricelli 1963; Horovitz e Jimenez 1967; Alvizo e
Rojkind 1987; Magdalita et al. 1988), resisténcia a Phytophthora, tolerancia ao
frio, alto teor de acucar, dentre outros (Manshardt e Wenslaff 1989; Drew et al.
1998).

Diferentes niveis de compatibilidade vém sendo observados em
cruzamentos envolvendo espécies de Vasconcellea, no entanto, ao se cruzarem
estas espécies com 0 mamoeiro, 0s resultados ndo sdo satisfatorios (Warmke et
al., 1954; Jimenez e Horovitz 1958; Sawant 1958; Horovitz e Jimenez 1967, 1972;
Mekako e Nakasone 1975; Manshardt e Wenslaff 1989). Mais recentemente,
tem-se obtido um certo sucesso neste tipo de cruzamento intergenérico, devido a
utilizacdo da técnica de resgate de embrido (Magdalita et al. 1996; Manshardt e
Drew 1998; Drew et al. 1998).

Para um melhor entendimento das relagcdes interespecificas e
intergenéricas em Caricaceae, diversos estudos moleculares e filogenéticos vém
sendo realizados. Trabalhos envolvendo o uso de marcadores RAPD (Moore e
Litz 1984; Jobin-Decor et al. 1997), RFLP (Aradhya et al. 1999; Van
Droogenbroeck et al. 2004), AFLP (Van Droogenbroeck et al. 2002; Kyndt et al.
2005a), microssatélites (Kyndt et al. 2006) e regifes ITS (Olson 2002; Kyndt et al.
2005b) tém demonstrado que Carica e Vasconcellea sdo géneros geneticamente
distintos, ao contrario do que se supunha anteriormente.

Outra técnica que tem sido intensamente utilizada para deteccdo de
polimorfismos em plantas é o ISSR (inter simple sequence repeat). Seu alto grau
de polimorfismo baseia-se na abundancia e variabilidade dos microssatélites
(simple sequence repeats — SSR) existentes no genoma das plantas. Uma vez
que os marcadores ISSR ndo necessitam de informagdes prévias sobre a
sequéncia de DNA e suplantam diversas limitagdes técnicas do RAPD e AFLP em

funcdo de sua alta reprodutibilidade e simplicidade, o objetivo deste trabalho foi a
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determinacdo de um protocolo para analise de divergéncia genética, utilizando

marcadores ISSR em Caricaceae.

Material vegetal

MATERIAL E METODOS

Genotipos de C. papaya cv. Sunrise Solo 72/12, V. monoica, V.

goudotiana e J. spinosa foram analisados neste estudo. Todos estes materiais

pertencem a colecdo de germoplasma de Caricaceae da Uenf. A lista completa &

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Gendtipos analisados neste estudo

N° Espécie Codificacao Procedéncia
1 V. monoica mon 1 ES, Brasil
2 V. monoica mon 2 ES, Brasil
3 V. monoica mon 3 ES, Brasil
4 J. spinosa spi 4 RJ, Brasil
5 V. monoica mon 5 ES, Brasil
6 J. spinosa spi 6 RJ, Brasil
7 J. spinosa spi 7 RJ, Brasil
8 J. spinosa spi 8 RJ, Brasil
9 C. papaya pap 9 ES, Brasil
10 C. papaya pap 10 ES, Brasil
11 V. goudotiana goud 11 USDA, EUA
12 V. goudotiana goud 12 USDA, EUA
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Extracdo do DNA

O DNA total de cada amostra foi isolado de folhas jovens de cada
genotipo, como proposto por Doyle e Doyle (1987), exceto pela adicdo de
proteinase K ao tampao de extracdo, na concentracdo final de 0,125 mg/ml. A
concentracdo final de DNA foi determinada em gel de eletroforese 0,8%,
utilizando-se como padrdo um material de concentracdo conhecida (DNA Lambda

digerido com Hindlll (Amersham Pharmacia, Biotech).

ISSR

Para a deteccdo de polimorfismos entre e dentro das espécies
analisadas, 30 primers foram previamente testados, dos quais 9 foram
selecionados para serem utilizados na amplificacdo de locos polimérficos. As
temperaturas de anelamento (TM) foram otimizadas para cada primer. A Tabela 2
resume a sequéncia dos primers utilizados, bem como suas temperaturas de

anelamento.

Tabela 2 - Primers ISSR utilizados neste estudo e suas respectivas temperaturas

de anelamento

Primer n°. *Sequéncia (5 — 3)) Temperatura média de anelamento
(TM ="°C)
1 (AGC)sGR 65
2 (AGC)sAY 65
3 CA(GA)s 58,5
4 (GCT)sY 58,5
5 GC(GA)s 58,5
6 (AGC)sY 56
7 GGGT(GGGGT),G 56
8 (GA)gYC 53
9 (CAGA), 45

*Y=CouT:R=AouG.



61

As reacfes de amplificacdo foram realizadas num volume final de 20 pl,
contendo os seguintes reagentes e suas respectivas concentragdes finais: 5 ng de
DNA gendmico, 0,4 uM de primer, 2 mM de MgCl,, 100 uM de cada dNTP, 0,6 U
de Tag DNA polimerase, 5% de DMSO e tampao da enzima 1X. As reacgdes de
PCR foram conduzidas como se segue: 4min a 94 °C, 42 ciclos de 94 °C por
1min, TM por 1min e 72 °C por 3min e uma extensao final a 72 °C por 7min.

Os produtos da amplificacdo (bandas) foram entdo separados por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio e
submetidos a luz UV para visualizacdo dos resultados. As imagens dos geéis foram

capturadas para posterior andlise.

Andalise dos dados

A partir dos resultados dos géis foi construida uma matriz binaria, na qual
a presenca de bandas foi designada como 1 e auséncia de banda como 0. Essa
matriz foi utilizada para calcular a matriz de dissimilaridade, considerando o
complemento aritmético do indice de Jaccard, e, a partir desta matriz, foi feito o
agrupamento dos genotipos pelo método UPGMA (unweighted pair group method
with arithmetic mean). A matriz de distancia foi obtida com o auxilio do programa
Genes (Cruz, 2006) e o dendrograma gerado com o auxilio do programa Statistica
(StatSoft Inc.,1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

ISSR

Diversos primers foram testados com o objetivo de se verificar quais deles
produziriam um maior e mais informativo fingerprint dos genadtipos avaliados.

Os primers utilizados variaram de 15 a 18 pares de bases de
comprimento, sendo suas temperaturas otimas de anelamento determinadas em

ensaios preliminares utilizando-se amostras de DNA de mamoeiro.
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Foram contabilizados 94 produtos de amplificacdo utilizando-se os nove
primers previamente selecionados, sendo obtidas, em média, 10,4 bandas por
primer. Deste total, 87 bandas foram polimorficas. O tamanho das bandas variou
de 180 a 1.900 pares de bases (Tabela 3).

Os melhores resultados foram obtidos com o primer (AGC)sGR (Tabela 3
e Figura 1), enquanto os primers (GACA),;, (GATA)4;, (GTG)sRG, (CT)TG,
(CT)sRC, ou ndo amplificaram ou n&o produziram bandas que fossem confiaveis o
bastante para serem contabilizadas.

Tabela 3 - Primers ISSR utilizados neste estudo e seus produtos de amplificacao

Primers Bandas totais Bandas Tamanho dos
contabilizadas polimorficas fragmentos (pb)
(AGC)sGR 19 18 280 —1.900
(AGC)sAY 9 8 300 - 1.500
CA(GA)s 11 9 250 - 1.200
(GCT)sY 14 14 300 — 1.200
GC(GA)s 10 9 270 - 800
(AGC)sY 8 7 320 - 1.000
GGGT(GGGGT),G 8 7 300 -1.100
(GA)sYC 8 8 180 - 700
(CAGA), 7 7 300 -1.100

Saxena et al. (2005), trabalhando apenas com cultivares de C. papaya,
compararam diferentes estratégias para a deteccdo de polimorfismos nessa
espécie e reportaram que os marcadores ISSR foram mais polimérficos que os
minissatélites, além de mais confiaveis e de maior reprodutibilidade que o RAPD.
Os autores destacaram ainda o grande potencial de uso desta técnica em
analises de fingerprint e na diferenciacado de gendtipos de base genética estreita,
0 que é relatado acerca do mamoeiro.

No presente trabalho, definiu-se um protocolo de rotina para analise de
espécies de Caricaceae, utilizando os marcadores ISSR. Os resultados

confirmaram ndo apenas a robustez desta técnica em termos de repetibilidade,
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mas também sua grande capacidade em gerar polimorfismos com um numero
bastante reduzido de primers, quando comparada a outros marcadores como 0
RAPD por exemplo. Associando-se ainda a facilidade e a simplicidade de uso,
este protocolo poderé ser adotado no laboratério como um procedimento padréo
em analises de diferentes etapas do programa de melhoramento do mamoeiro,
tais como distincdo de gendtipos, recomendacdo de cruzamentos mais

promissores, selecao assistida, dentre outros.

Relacbes genéticas em Caricaceae

A Figura 1 mostra que o perfil gendbmico entre e dentro das espécies

estudadas difere substancialmente. Nela, é possivel observar que cada uma das

espécies tem um padrédo de marcas ISSR proprio.

1 2 3 4 5 76 5 80 =0

Figura 1. Gel de agarose 2% de quatro espécies de Caricaceae com primer
(AGC)sGR. Os numeros 1 a 12 representam 0s genotipos identificados
na Tabela 1; M representa DNA ladder (100pb).

Os marcadores moleculares ISSR vém sendo utilizados de maneira

bastante eficiente na estimacdo da diversidade genética em niveis intra e
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interespecificos (Kantety et al. 1995; Parsons et al. 1997; Ajibade et al. 2000;
Raina et al. 2001; Borner et al. 2002), na determinacdo sexual (Danilova e Karlov
2006) e na geracao de fingerprints (Gupta et al. 1994; Zietkiewicz et al. 1994,
Archak et al. 2003), dentre outros. Neste trabalho, foi demonstrado que esta
técnica foi eficiente para o estudo de relagdes genéticas em Caricaceae.

Os resultados obtidos com base no polimorfismo de locos ISSR estéo de
acordo com estudos prévios descritos na literatura sobre a familia Caricaceae, em
nivel de espécie. O dendrograma gerado a partir dos dados moleculares (Figura
2) demonstra a formacdo de quatro grupos principais, nos quais todos o0s
genatipos foram distintos entre si.

Foi observada uma grande dissimilaridade genética entre os acessos 9 e
10, ambos pertencentes a espécie C. papaya, cutivar SS 72/12. A amostra 9 foi
composta por um bulk de plantas femininas e a 10, por um bulk de plantas
hermafroditas. As cultivares do grupo Solo sdo bastante homogéneas e sao
provenientes de autofecundacgfes sucessivas. Este processo leva a fixacdo de
alelos, de forma que era esperada a ocorréncia de poucas diferengas entre os
materiais analisados. Assim, € possivel supor que esta cultivar seja formada por
um conjunto de linhas, o que explicaria essa diferenca encontrada. Em outras
palavras, embora as variedades sejam multiplicadas via autofecundacéo, a
producédo de sementes é tradicionalmente conduzida com a participacao de varias
plantas selecionadas, ndo se tendo o cuidado de fazer uma multiplicacéo do tipo
linha pura. Consequentemente, pode ocorrer uma acumulacao de polimorfismos
ao longo das geracoes.

Ainda com base nos grupos formados, pode-se identificar que as
espécies mais proximas entre si sdo V. monoica e V. goudotiana. Jacaratia esta
mais proximo de Vasconcellea do que de Carica, o que também é concordante
com recentes estudos filogenéticos (Olson 2002; Kyndt et al. 2005b).

De fato, a proximidade genética entre V. goudotiana e V. monoica
observada neste trabalho ja havia sido reportada por Warmke et al. (1954).
Através de cruzamentos interespecificos entre V. monoica e V. goudotiana,
utilizando este ultimo como progenitor feminino, estes autores obtiveram hibridos
F, férteis. Embora as caracteristicas morfolégicas observadas fossem
intermediarias entre as dos parentais, o sitema reprodutivo observado nestes

hibridos foi a monoicia em 100% dos casos, semelhantemente ao progenitor
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masculino, que €é estritamente mondico (Badillo, 1971). J& na geracédo F,, houve
segregacao para todas as caracteristicas.

A distancia genética observada entre Vasconcellea e Carica tem sido
assinalada em varios trabalhos. Estudos prévios com base na morfologia do
ovario (Badillo 1993) e barreiras de pré- e pos-fertiizacdo em cruzamentos
interespecificos (Jimenez e Horovitz 1958; Mekako e Nakasone 1975; Manshardt
e Wenslaff 1989) tém demonstrado que o mamoeiro é apenas distantemente
relacionado ao género Vasconcellea. Aradhya et al. (1999), analizando DNA
cloroplastidico de C. papaya e espécies de Vasconcellea, sugerem que 0
mamoeiro tenha divergido das espécies sul-americanas de Vasconcellea muito
cedo na escala evolutiva e tenha evoluido, em isolamento, provavelmente na
América Central. Estes dados deram suporte a recente reabilitacdo de
Vasconcellea a categoria de género (Badillo 2000, 2001), antes classificado como
uma secao dentro do género Carica (Badillo 1971). Além disto, dados gerados
pela andlise de FISH (trabalho 2 da presente tese) reiteram a distancia genética

existente entre Carica e Vasconcellea.

UPGMA
1.8

1,6

14

12
1,0
0,8
0,6

Distancia genética

0.4

0,2
0,0
pap 9 goud 12 mon 5 mon 2 spi 8 spi 6
pap 10 goud 11 mon 3 mon 1 spi 7 spi 4

Figura 2. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir das medidas de
dissimilaridade genética entre quatro espécies de Caricaceae,
expressas pelo complemento aritmético do indice de Jaccard. O eixo Y
representa a distancia relativa entre os acessos. No eixo X, estédo
representados 0s gendtipos analisados, conforme referidos na
Tabela 1.
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Por outro lado, Van Droogenbroeck et al. (2004), analizando a diversidade
de 18 espécies de Vasconcellea com base em DNA cloroplastidico e mitocondrial,
além de Carica, Jacaratia e Cylicomorpha, via RFLP, deram suporte a proposta
de evolucdo monofilética em Caricaceae. Ainda segundo estes autores, as
espécies desta familia podem ser divididas em duas linhas distintas, uma
contendo parte das espécies de Vasconcellea, dentre as quais estariam as
espécies V. monoica e V. goudotiana; e a outra, as demais espécies de
Vasconcellea estudadas mais C. papaya, Jacaratia e Cylicomorpha. Mais
recentemente, Kyndt et al. (2006), analisando sequéncias microssatélites
cloroplastidicas, corroboraram a teoria destas duas linhas evolutivas.

Este é o primeiro relato sobre o uso de marcadores ISSR em estudos de
diversidade na familia Caricaceae. Existe ainda um grande potencial de utilizacdo
desta ferramenta em analises mais complexas e com um maior namero de
espécies e géneros, de forma que, com um maior numero de dados, outras

inferéncias sobre as inter-relacfes genéticas nesta familia podem ser feitas.
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RESUMO E CONCLUSOES

A familia Caricaceae é composta por 35 espécies, distribuidas em seis
géneros: Carica, Vasconcellea, Jacaratia, Jarilla, Horovitzia e Cylicomorpha. O
mamoeiro (C. papaya L.), Unica espécie da familia de importancia comercial,
tem-se destacado no cenario nacional como uma fruteira de exportacdo, sendo
cultivada no Brasil, principalmente nos Estados do Espirito Santo e Babhia.
Embora o Brasil seja o0 maior produtor mundial de mamé&o, existe ainda um grande
potencial para aumentar suas exportacoes, elevando a qualidade do produto com
0 uso de programas de melhoramento genético. Uma série de caracteristicas que
podem ser introgredidas na espécie cultivada, tais como resisténcia a doencas,
aumento do teor de acucar, dentre outras, pode ser encontrada em espécies
relacionadas ao mamoeiro, principalmente nas do género Vasconcellea. No
entanto, a transferéncia destes genes via hibridacao é limitada por barreiras pos-
zigoticas que a inviabilizam. Com o advento da técnica de resgate de embrido,
alguns cruzamentos foram bem sucedidos, porém ainda realizados sem uma
ampla compreensédo de como se dao as relagdes entre as espécies intercruzadas.
Até recentemente, todo o trabalho de hibridacdo era feito apenas com base nas
similaridades morfolégicas, ndo se conhecendo, em termos de genoma, as
similaridades e diferencas entre as espécies. Com o0s avangcos da biologia
molecular, iniciaram-se avaliagbes mais profundas sobre as inter-relagbes
gendmicas da familia Caricaceae. O uso de diversos marcadores moleculares no

estudo de DNA nuclear e de organelas tem possibilitado um melhor entendimento
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sobre a filogenia e a evolucdo das espécies, desvendando as interacdes entre
elas e direcionando os programas de melhoramento para a realizacdo de
cruzamentos mais promissores, baseados nas maiores similaridades genéticas
entre determinadas espécies. Por outro lado, poucos sdo os estudos na area
citomolecular, especialmente devido ao fato de as espécies de Caricaceae
possuirem cromossomos pequenos e similares. Com a utilizacdo da técnica de
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), avancos importantes na citogenética de
plantas, como a construgcdo de mapas fisicos, a investigacdo detalhada da
estrutura cromossbmica, o acompanhamento da quantidade de cromatina
introduzida em cruzamentos interespecificos e a analise de pareamentos
intergendmicos em plantas hibridas, vém sendo obtidos, permitindo que
informacdes genéticas e fisicas sejam compiladas e auxiliem os estudos
gendmicos. Outras determinacfes citologicas sobre a estrutura cromossdmica,
tais como localizacdo dos centrdmeros, RONs e heterocromatina, embora
consideradas basicas em estudos citogenéticos, podem auxiliar o estudo da
genOmica comparativa e o isolamento de genes. Para se obter bons resultados
nestes estudos, sdo necessarias, no entanto, boas preparacdes citologicas, o que
significa ndcleos intactos, com cromossomos bem condensados e espalhados.
Assim, a primeira parte deste trabalho consistiu na determinagcéo de um protocolo
eficiente para obtencdo de metafases mitdticas que possibilitassem a visualizacdo
e a avaliacdo destes cromossomos, de forma que as melhores laminas fossem
selecionadas para a etapa subsequente, a FISH. Determinou-se que o melhor
agente gquimico usado como pré-tratamento para pontas de raizes foi a trifluralina
2 UM a 4 °C por 21h e que, ap0s a digestdo enzimatica, a suspensao de
protoplastos deveria ser ressuspensa em uma mistura de metanol/acido acético,
na proporcao 2:1. Apos isso, através da FISH, utilizando-se sequéncias de rDNA
como sondas, foi feito um estudo comparativo entre as espécies C. papaya,
V. goudotiana e V. cundinamarcensis, no qual verificou-se maior similaridade
genética entre estas duas Ultimas e, ainda, que o0 mamoeiro, em termos de
sequéncias repetitivas de rDNA, praticamente ndo se assemelha as espécies de
Vasconcellea. Como néo existem relatos sobre trabalhos utilizando-se a FISH em
Caricaeae, o presente estudo pode ser considerado o pioneiro com esta familia.
Numa segunda etapa, foi determinado um protocolo de rotina para utilizacdo de

marcadores ISSR em espécies de Caricaceae. Neste trabalho, foram comparadas
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as espécies C. papaya, V. goudotiana, V. monoica e J. spinosa. A partir do
polimorfismo existente entre elas, foi construido um dendrogama no qual se
confirmou, mais uma vez, uma estreita relacdo genética entre as espécies de
Vasconcellea, vericando-se ainda a maior proximidade deste género com o
Jacaratia do que com o Carica. Este fato corrobora a hipétese de que o mamoeiro
tenha se separado das espécies de Vasconcellea e divergido em isolamento, o
gue o tornara geneticamente dissimilar deste grupo e, ainda, que Vasconcellea e
Jacaratia possam ter a mesma origem, ou seja, um ancestral comum, o0 que

implicaria duas linhas evolutivas distintas nesta familia.
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