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Resumo – O objetivo deste trabalho foi validar marcadores moleculares, previamente identificados como ligados
ao sexo do mamoeiro, para utilização na seleção indireta em genótipos comerciais. Foram analisadas duas
variedades do grupo Solo e dois híbridos do grupo Formosa, com utilização de 20 plantas por genótipo, quatro
marcadores do tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) e um RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA). O RAPD BC210 permitiu a identificação de todas as plantas femininas e hermafroditas, o que revela
grande potencial para ser usado na seleção assistida em alguns dos genótipos mais cultivados no Brasil.
Os marcadores do tipo SCAR não permitiram a identificação correta do sexo dos genótipos, pois detectou-se a
presença de falso-positivos e falso-negativos nas análises.

Termos para indexação: Carica papaya, SCAR, RAPD, identificação sexual.

Molecular markers for sex identification in papaya

Abstract – The objective of this work was the validation of previous discovered sex related molecular markers of
papaya, aiming at the indirect selection of Brazilian commercial genotypes. Two varieties of the Solo group and
two hybrids of the Formosa group (20 plants for genotype), four SCAR (Sequence Characterized Amplified
Region) and one RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) markers were used. All hermaphrodite and female
plants were correctly predicted by RAPD BC210, showing its high potential for marker assisted selection in
important commercial genotypes used in Brazil. The SCAR markers did not show the true sex identification of
these genotypes, revealing the presence of false positives and negatives in the analyses.

Index terms: Carica papaya, SCAR, RAPD, sexual identification.

Introdução

O mamoeiro é uma espécie que apresenta flores
unissexuais e hermafroditas, que dão origem a plantas
do sexo masculino (forma andróica), feminino (ginóica)
ou hermafrodita (androginóica) (Marin et al., 1989).
Segundo Dantas & Castro Neto (2000), plantas
hermafroditas são preferíveis por produzirem frutos de
formato alongado, com variações de piriforme a
cilíndrica, pequena cavidade interna e maior valor
comercial. As plantas femininas produzem frutos de
formato arredondado ou ligeiramente ovalado, cuja
cavidade interna é grande, em relação à espessura da
polpa, e necessitam da fecundação por pólen de plantas
masculinas ou hermafroditas para produzirem frutos
(Costa & Pacova, 2003).

Em plantas hermafroditas, devido ao seu estado
heterozigótico para o caráter sexual (Storey, 1938, 1953), é
esperada a proporção de 2:1 entre plantas hermafroditas e
femininas na descendência autofecundada (Ma et al., 2004).
Plantas portadoras dos genótipos mm, M1m e
M2m são femininas, masculinas e hermafroditas,
respectivamente, enquanto as combinações dominantes são
letais zigóticos, de acordo com Hofmeyr (1967). Essa
segregação exige que se faça a eliminação das plantas
femininas em plantios comerciais, por ocasião do início
do florescimento (3–5 meses após o plantio). Como não
se conhece o sexo das plantas no início do plantio, os
agricultores plantam pelo menos três mudas por cova, o
que aumenta os custos de produção, além de afetar o
desenvolvimento das plantas hermafroditas em razão da
competição (Simão, 1998).
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Metodologias de seleção indireta de plantas
hermafroditas ainda na fase de mudas poderiam reduzir os
problemas oriundos da sexagem nos plantios comerciais.
Nesse sentido, técnicas de diferenciação morfológica,
citológica ou molecular têm sido estudadas. Porém, na
espécie C. papaya, as duas primeiras alternativas não se
mostraram promissoras (Somsri et al., 1998). Assim, o uso
de marcadores moleculares possui maior potencial de
sucesso (Alstrom-Rapaport et al., 1998).

O avanço das pesquisas tem permitido resultados
positivos, já que alguns marcadores do tipo SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region) (Parasnis
et al., 2000; Deputy et al., 2002; Urasaki et al., 2002;
Chaves-Bedoya & Nuñez, 2007), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (Sondur et al., 1996;
Deputy et al., 2002; Lemos et al., 2002; Urasaki et al.,
2002), microssatélites (Parasnis et al., 1999) e AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Ma et al.,
2004) foram desenvolvidos e podem ser utilizados para
determinação precoce do sexo das plantas de mamoeiro.
Desse modo, a ausência de falso-positivos e falso-negativos
na genotipagem sexual é fator preponderante para a escolha
de marcas adequadas à seleção assistida por marcadores,
ainda na fase de mudas, antes do plantio. Isso se torna
mais importante, quando se analisam híbridos de diferentes
grupos, com ampla diversidade genética.

Mesmo com as vantagens relacionadas à seleção
precoce das plantas hermafroditas, o custo das análises
moleculares pode dificultar a difusão dessa metodologia.
Entretanto, nos últimos anos, avanços têm sido feitos no
que tange à automação de etapas críticas nos trabalhos
de diagnose molecular. De acordo com Paris & Carter
(2000), existe a possibilidade de uma pessoa realizar uma
triagem completa, desde a extração do DNA até as
reações de PCR, em pelo menos 384 plântulas por dia.
Dayteg et al. (2007) apresentaram um sistema de
genotipagem automática em cevada e canola capaz de
analisar cerca de 2.200 amostras por dia a um custo
aproximado de R$ 0,62 por análise. Ao considerar uma
cultura implantada com espaçamento de 3,0x2,0 m, e
uso de variedades com segregação de 2:1 entre plantas
hermafroditas e femininas, o custo das análises por
hectare seria de R$ 1.560,00. Portanto, é possível que
essa tecnologia possa ser explorada num futuro próximo.

O objetivo deste trabalho foi validar o uso de
marcadores moleculares na identificação sexual de
variedades e híbridos de mamoeiro plantados no Brasil,
de modo a confirmar a possibilidade de sua utilização
em diferentes genótipos.

Material e Métodos

Foram coletadas amostras de folhas das variedades
do grupo Solo, constituído por 'Sunrise Solo' e 'JTA'; e
dos híbridos do grupo Formosa, constituído por
'Tainung no 1' e 'Calimosa'. Realizou-se a coleta das
folhas na Fazenda São Francisco, Município de Teixeira
de Freitas, BA. Utilizaram-se pomares comerciais em
fase de produção (10 a 12 meses), amostrando-se dez
plantas femininas e dez hermafroditas, em cada cultivar.

As amostras foram acondicionadas em papel-alumínio
e armazenadas em ultrafreezer a  80ºC. A extração de
DNA foi realizada de acordo com protocolo de Doyle
& Doyle (1990), utilizando-se 0,4% de 2-mercaptoetanol
no tampão de extração, ao invés de 0,2%.
A quantificação foi realizada após eletroforese
(3 Volts cm-1) de alíquotas de cada amostra, pela
comparação a uma série de concentrações conhecidas
de DNA (50, 100, 150 ng) do fago λ, realizada em géis
de agarose a 0,8% (p/v). A concentração de DNA foi
estimada a partir da comparação visual das intensidades
das bandas, reveladas pela coloração com brometo de
etídio (1,0 mg mL-1).

Os marcadores utilizados na validação foram: RAPD
BC210 (Lemos et al., 2002), identificado em plantas
femininas, hermafroditas e progênies autofecundadas da
variedade Baixinho de Santa Amália; SCAR Cf,
identificado em três cultivares de mamoeiro da Colômbia:
Catira, ILS647 e ILS649 (Chaves-Bedoya & Nuñez,
2007); SCAR Napf, desenvolvido com uso de pools de
DNA de plantas masculinas e femininas das variedades
COII, Pusa Giant e Washington (Parasnis et al., 2000);
SCAR SDP, desenvolvido por meio do uso das
variedades Sunrise Solo e Waimanalo, linhagens nativas
IK-2, IK-7, IK-10 e TK-5, originárias do Japão, bem
como a Me-1, originária do México (Urasaki et al., 2002);
e SCAR W11, identificado pela técnica de bulk

segregante na população F2 do cruzamento 'Sunrise Solo'
x 'UH 365' (Deputy et al., 2002). Algumas características
desses marcadores são descritas na Tabela 1.

As reações em cadeia da polimerase (PCR) para o
RAPD BC210 foram realizadas em volume final de
20 µL, contendo tampão 10X (Invitrogen); 2,25 mM de
MgCl2; 150 µM de dNTP; 0,225 µM do primer; 25 ng
de DNA genômico e 1 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen). Para o SCAR Cf, utilizou-se volume final
de 25 µL, contendo tampão 10X; 1,5 mM de MgCl2;
200 µM de dNTP; 0,2 µM de cada primer; 25 ng de
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DNA genômico e 1 U de Taq DNA polimerase. A reação
do SCAR Napf continha tampão 10X; 1,5 mM de MgCl2;
100 µM de dNTP; 0,3 µM de cada primer; 40 ng de
DNA genômico e 1 U de Taq DNA polimerase, em
volume final de 25 µL. As reações do SCAR SDP foram
feitas com tampão 10X; 2,5 mM de MgCl2; 200 µM de
dNTP; 0,5 µM de cada primer; 25 ng de DNA genômico
e 1 U de Taq DNA polimerase, em volume final de 20 µL.
Nas reações do SCAR W11, utilizou-se um volume final
de 25 µL, contendo tampão 10X; 1,5 mM de MgCl2;
150 µM de dNTP; 0,5 µM de cada primer; 25 ng de
DNA genômico e 1 U de Taq DNA polimerase.

As condições de amplificação seguiram as
especificações dos autores que descreveram os
marcadores (Parasnis et al., 2000; Deputy et al., 2002;
Lemos et al., 2002; Urasaki et al., 2002; Chaves-Bedoya
& Nuñez, 2007), sendo realizadas em termociclador
PTC-100 (MJ Research).

Os produtos de amplificação (bandas) foram
analisados por eletroforese, em gel de agarose a 1,5%
(p/v), e visualizados após coloração por brometo de etídio
(1,0 mg mL-1), em sistema de fotodocumentação Doc
Print II (Vilber Lourmat – Torcy Z.I. – França).

No estudo de validação dos marcadores ligados à
herança sexual, as amplificações foram realizadas em
duplicatas para verificar a reprodutibilidade dos
resultados, principalmente no caso dos iniciadores
específicos do tipo SCAR. Este último marcador revela
um padrão de banda único para o alelo desejado. Assim,
a ausência de bandas implica em falhas na PCR ou a
real ausência do alelo de interesse.

Em todos os marcadores, as bandas estão presentes
nas plantas hermafroditas e ausentes nas femininas
(Parasnis et al., 2000; Deputy et al., 2002; Lemos et al.,
2002; Urasaki et al., 2002; Chaves-Bedoya & Nuñez,
2007), o que indica a existência de ligação específica ao
alelo M2 (Hofmeyr, 1967). Assim, na análise dos dados,

as plantas sabidamente femininas, que possuíam as
marcas, foram consideradas como falso-positivas e as
hermafroditas sem os alelos, como falso-negativas.

Resultados e Discussão

A amplificação do marcador RAPD BC210 revelou
a presença de uma banda única, com 438 pares de bases
(pb), exclusivamente em plantas hermafroditas de todas
as variedades e híbridos analisados (Figura 1). Lemos
et al. (2002) também avaliaram a possibilidade de uso
deste marcador nas variedades Sunrise Solo e Improved
Sunrise Solo 72/12. Os resultados alcançados neste
trabalho foram concordantes com os apresentados por
esses autores, sem nenhum produto de amplificação nas
plantas femininas, de ambas as variedades, e presença
do alelo alvo nas plantas hermafroditas.

As amplificações com o SCAR Cf indicaram a
presença de bandas falso-positivas apenas na variedade
JTA e no híbrido Tainung no 1 (Figura 2). Foram
identificadas cinco plantas fêmeas com bandas de alta
intensidade (plantas 1, 6, 7, 8 e 9) e outras três com
bandas menos intensas (plantas 2, 3 e 4), na variedade
JTA (Figura 2 B). Nessa variedade, observou-se a
presença de falso-positivo em 90% das plantas.
No híbrido Tainung no 1, as plantas 1, 2, 9 e 10
(Figura 2 C) também apresentaram o mesmo
comportamento, com 40% de plantas com diagnóstico
falso-positivo. Esse alto porcentual de erros, na
genotipagem, limita o uso desse marcador no processo
de identificação sexual de variedades e híbridos
comerciais de mamoeiro cultivados comercialmente no
Brasil.

Da mesma forma que o SCAR Cf, o uso do
SCAR Napf identificou falso-positivos com bandas de
alta intensidade na variedade JTA (plantas 1, 6, 7, 8 e 9)
e no híbrido Tainung nº1 (plantas 1, 9 e 10) (Figura 3).

Tabela 1. Marcadores moleculares ligados ao sexo do mamoeiro.
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Nas quatro cultivares testadas, detectaram-se outros
falso-positivos, porém com baixa intensidade, como se
observa nas plantas 5 e 10 da variedade Sunrise Solo
(Figura 3 A); plantas 2, 3 e 4 da variedade JTA (Figura 3 B);
plantas 2, 3 e 4 do híbrido Tainung no 1 (Figura 3 C); e

plantas 1 e 9 do híbrido Calimosa (Figura 3 D). Ao
considerar todos os genótipos avaliados, independentemente
da intensidade de bandas, a presença de falso-positivos foi
de 20, 80, 60 e 20%, nos genótipos Sunrise Solo, JTA,
Tainung no 1 e Calimosa, respectivamente.

Figura 1. Amplificação do DNA de mamoeiro com o RAPD BC210. M: Ladder 1 kb plus (Invitrogen). Em todas as
figuras, as amostras de 1 a 10 são plantas femininas, e de 11 a 20, hermafroditas. A) variedade Sunrise Solo; B) variedade
JTA; C) híbrido Tainung no 1; D) híbrido Calimosa. A seta indica o tamanho do alelo esperado (438 pb).

Figura 2. Amplificação do DNA de mamoeiro com o SCAR Cf. M: Ladder 1 kb plus (Invitrogen). Em todas as figuras,
as amostras de 1 a 10 são plantas femininas, e de 11 a 20, hermafroditas. A) variedade Sunrise Solo; B) variedade JTA;
C) híbrido Tainung no 1; D) híbrido Calimosa. A seta indica o tamanho do alelo esperado (369 pb).
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Na análise de 12 variedades dióicas de mamoeiro,
oriundas da Índia, o SCAR Napf apresentou confiabilidade
de 98% (Parasnis et al., 2000). Os genótipos utilizados neste
trabalho foram do tipo ginóico-andromonóicos, ou seja, não
havia plantas masculinas, e, mesmo assim, houve identificação

completa de todas as plantas hermafroditas, provavelmente
decorrente da conservação desse loco nessa forma sexual.

Por sua vez, o marcador SCAR SDP não apresentou
nenhum falso-positivo nas variedades Sunrise Solo e no
híbrido Calimosa (Figura 4 A e D). Na variedade JTA,

Figura 3. Amplificação do DNA de mamoeiro com o SCAR Napf. M: Ladder 1 kb plus (Invitrogen). Em todas as
figuras, as amostras de 1 a 10 são plantas femininas, e de 11 a 20, hermafroditas. A) variedade Sunrise Solo;
B) variedade JTA; C) híbrido Tainung no  1; D) híbrido Calimosa. A seta indica o tamanho do alelo esperado (831 pb).

Figura 4. Amplificação do DNA de mamoeiro com o SCAR SDP. M: Ladder 1 kb plus (Invitrogen). Em todas as
figuras, as amostras de 1 a 10 são plantas femininas, e de 11 a 20, hermafroditas. A) variedade Sunrise Solo;
B) variedade JTA; C) híbrido Tainung no 1; D) híbrido Calimosa. A seta indica o tamanho do alelo esperado (225 pb).
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as plantas 7 e 9 apresentaram o fragmento de 225 pb,
que identifica as masculinas e hermafroditas
(Figura 4 B). O mesmo aconteceu com a planta 9 do
híbrido Tainung no 1 (Figura 4 C). A porcentagem de
falso-positivos foi de 20% na variedade JTA e de 10%
no híbrido Tainung no 1, o que restringe o uso desse
marcador na seleção assistida. Em concordância com
os outros marcadores, o SCAR SDP não proporcionou
nenhum falso- negativo nas cultivares estudadas
(Figura 4).

No caso do SCAR W11, foram encontradas tanto
plantas falso-positivas quanto falso-negativas.
Observaram-se duas plantas falso-positivas (6 e 7) para
a variedade JTA (Figura 5 B) e uma para o híbrido
Tainung no 1 (Figura 5 C). No caso do híbrido Calimosa,
foi observada a presença de uma planta falso-negativa
(planta 18) (Figura 5 D).

De acordo com os dados obtidos, o SCAR W11
encontra-se distante dos genes que conferem a
diferenciação sexual do mamão, uma vez que foram
encontradas tanto plantas falso-positivas quanto falso-
negativas em todas as cultivares avaliadas. Assim, existe
baixo potencial de uso desse marcador para a
predição do sexo do mamoeiro de forma precoce,
nos genótipos de mamoeiro mais utilizados no sistema
de produção nacional.

A presença de fragmentos, especificamente
associados ao hermafroditismo, em algumas plantas do
sexo feminino e não em outras, indica a heterogeneidade
dessas variedades e híbridos nos locos analisados pelos
marcadores BC210, Cf, Napf, SDP e W11. Esses falso-
positivos apareceram principalmente na variedade local
JTA (extremo sul da Bahia) e no híbrido Tainung no 1.
No caso da 'JTA', uma hipótese que pode explicar essa
heterogeneidade entre plantas refere-se ao processo de
obtenção das sementes para os plantios. Os produtores
escolhem as plantas para a coleta das sementes pelo
seu padrão, vigor, produtividade e qualidade de frutos,
sem fazer a proteção das flores e o devido controle das
polinizações. Assim, mesmo o elevado grau de
autopolinização dessa variedade não garante a qualidade
e a pureza das sementes. O fato de o mamoeiro ser
propagado basicamente por sementes, aliado à facilidade
do cruzamento natural, faz com que as mudas resultantes
deste processo sejam bastante variáveis. No caso do
'Tainung no 1', é possível que as linhagens utilizadas para
a produção do híbrido F1 não sejam completamente
homozigóticas para alguns locos, o que pode ter
ocasionado segregações para os marcadores SCAR.

Neste trabalho, a presença de plantas falso-negativas
ocorreu especificamente com o uso do SCAR W11. Este
marcador foi desenvolvido com o uso de populações

Figura 5. Amplificação do DNA de mamoeiro com o SCAR W11. M: Ladder 50 pb (New England Biolabs Inc.). Em
todas as figuras, as amostras de 1 a 10 são plantas femininas, e de 11 a 20, hermafroditas. A) variedade Sunrise Solo;
B) variedade JTA; C) híbrido Tainung no  1; D) híbrido Calimosa. A seta indica o tamanho do alelo esperado (800 pb).
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segregantes F2 (Deputy et al., 2002), por isso, é possível
que a ligação ao alelo que condiciona o sexo masculino
e hermafrodita ocorra somente quando os locos
marcadores estejam em máximo desequilíbrio de ligação.

Plantas falso-positivas e falso-negativas também
foram verificadas por Deputy et al. (2002) com o uso
desse marcador, ao analisar variedades de mamão
dióicas e ginóico-andromonóicas. As variedades Mardi,
originária da Malásia, e Honey Dew, da Índia,
apresentaram 40 e 20% de plantas femininas com a
presença do fragmento de 800 pb, respectivamente.
Além disso, esses autores alcançaram 99,2% de sucesso
na identificação de plantas hermafroditas de gerações
segregantes dos cruzamentos 'Rainbow' x 'Laie Gold' e
'Rainbow' x 'Poamoho Gold'.

Uma explicação para a dificuldade de se encontrar
marcas ligadas especificamente às plantas femininas
advém do fato de que a triagem inicial da análise de
ligação é feita com marcadores dominantes como
o RAPD. Nesse caso, os fragmentos de RAPD
são clonados e transformados em marcadores
específicos (SCAR). Como as plantas mm, M1m

e M2m são femininas, masculinas e hermafroditas,
respectivamente (Hofmeyr, 1967), a identificação
de marcadores ligados ao alelo m estaria presente
em todos os tipos sexuais.

A amplificação dos alelos, tanto nas plantas
masculinas quanto nas hermafroditas, parece
consistente do ponto de vista biológico, já que a região
específica do cromossomo responsável pela
determinação sexual no mamoeiro deve ter um
segmento idêntico em ambos os sexos, e está ausente
nas femininas (Chavez-Bedoya & Nuñez, 2007). Essa
região parece apresentar certa conservação entre
gêneros, já que o fragmento de 800 pb, gerado pelo
marcador RAPD OPF 2, identifica as plantas masculinas
e hermafroditas tanto em Vasconcellea cauliflora quanto
em C. papaya (Parasnis et al., 2000).

Conclusões

1. O marcador RAPD BC210 apresenta capacidade em
discriminar o sexo do mamoeiro, e tem seu uso validado
para determinação sexual de alguns dos genótipos mais
plantados no Brasil.

2. A precisão dos marcadores do tipo SCAR é
variável entre os genótipos analisados, o que resulta em
limitações para uso no processo de seleção assistida por
marcadores moleculares.

3. Há variações moleculares em variedades e híbridos
F1 de mamoeiro, ainda não detectadas por causa do alto
grau de homozigose das linhagens genitoras dos híbridos
e das variedades.
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