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RESUMO

PIROVANI, Adriana Azevedo Vimercati, M. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Fevereiro de 2018. Gendtipo hermafrodita em progénie
dioica de mamoeiro: investigacdo da origem e do potencial agrondémico.
Orientadora: Profa. Helaine Christine Cancela Ramos. Conselheiros: Profs.
Messias Gonzaga Pereira e Marcelo Vivas.

A espécie Carica papaya L. € trioica, apresentando plantas femininas (XX),
masculinas (XY) e hermafroditas (XY"). Embora em baixa frequéncia, pode ocorrer
naturalmente a reversido sexual das plantas XY para XYM, e vice-versa. A cultura se
sustenta em uma estreita base genética, sendo de extrema importancia
desenvolver gendtipos agronomicamente superiores e resistentes as doencas,
atendendo as exigéncias dos consumidores e produtores. O objetivo deste trabalho
foi investigar a origem de uma planta hermafrodita M3 identificada em progénie
dioica, elucidando a ocorréncia de reversao sexual ou contaminac¢do, via analise
com marcadores moleculares e avaliar os atributos morfoagronémicos e de
resisténcia a pinta-preta e mancha-de-phoma do genétipo hermafrodita M3. Na
primeira etapa, o material vegetal foi constituido por 15 gendtipos pertencentes ao
banco ativo de germoplasma de mamoeiro UENF/Caliman, sendo: sete genotipos
femininos da progénie dioica M3, um hermafrodita M3 e sete testemunhas
(Cariflora, Cimarron, Sekati, Maradol Origem México, Maradol GL, Criola de Costa
Rica e ‘Golden’). Tais gendtipos foram analisados via marcadores moleculares
microssatélites da regidao HSY (determinacao do hermafroditismo em mamoeiro), e

das regibes autossbmicas. Posteriormente foi incluido um genétipo masculino

vii



como testemunha, sendo analisados 16 genoétipos via reagdes em multiplex para
os marcadores: PMSM1 (amplifica em plantas masculinas e em plantas com
reversdo sexual de masculina (XY) para hermafrodita (XY"); W11
(macho/hermafrodita) e o marcador 71E (amplifica nos trés tipos sexuais). Os
dados obtidos a partir da amplificacdo dos locos microssatélites foram convertidos
em uma matriz numérica, para a obtencdo da matriz de dissimilaridade genética
pelo indice ponderado utilizada para agrupar os individuos através do método
hierarquico UPGMA e para projecao da distancia no plano bidimensional. Estimou-
se para cada regido acessada a heterozigose e o coeficiente de endogamia. Para
avaliagdo das caracteristicas morfoagronémicas, da incidéncia e severidade da
pinta-preta e da mancha-de-phoma, foram avaliados seis genétipos (hermafrodita
M3; progénie dioica M3; ‘Golden’; Maradol; ‘Calimosa’ e Sunrise Solo 72/12), em
um delineamento experimental em blocos casualizados com dez repeti¢cdes e duas
plantas por parcela, aplicando analises de variancia e testes de médias para essas
caracteristicas. Quanto aos parametros descritivos, o hermafrodita M3
assemelhou-se as testemunhas hermafroditas na regido HSY e aos dioicos na
regido autossémica. Na andlise de agrupamento, o hermafrodita M3 ficou préximo
dos dioicos quanto a regidao HSY e dos hermafroditas para regido autossémica. A
analise de projecdo de distancia no plano bidimensional corroborou com o
agrupamento observado para os 30 locos. Os dados gerados pelos locos
microssatélites e do loco macho-especifico indicaram que ndo ocorreu uma
reversdo sexual natural, evidenciando-se uma provavel contaminacdo. Em relacdo
as caracteristicas morfoagronémicas, o genétipo hermafrodita M3 apresentou bons
atributos, tanto para producdo quanto para a qualidade de frutos. Quanto a
resisténcia a pinta-preta e mancha-de-phoma, considerando as trés épocas
avaliadas, o gendtipo hermafrodita M3 apresentou desempenho semelhante a
testemunha utilizada como parametro de resisténcia (Maradol), contudo foi
constatado efeito de época, evidenciando a necessidade de estudos em mais
épocas, uma vez que a obtencdo de um gendtipo hermafrodita resistente

possibilitara a utilizagdo em novas hibridagcdes e a obtencao de hibridos estaveis.
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ABSTRACT

PIROVANI, Adriana Azevedo Vimercati, M. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, February 2018. Hermaphrodite Genotype in Dioecious
Progeny in Papaya Tree: Investigation of the Origin and Agronomic Potential.
Advisor: Professor Helaine Christine Cancela Ramos. Committee Members:
Professor Messias Gonzaga Pereira and Professor Marcelo Vivas.

Carica papaya L. is a trioecious species, presenting female (XX), male (XY), and
hermaphrodite (XYh) plants. Although in low incidence, a sexual reversion from XY
plants to XYh plants, and conversely, can occur naturally. The culture has a narrow
genetic base, and to develop agronomically superior genotypes, resistant to
diseases, and that meets the demands of customers and producers is of high
importance. This work aimed at investigating the origin of a hermaphrodite plant M3
identified in dioecious progeny, clarifying the occurrence of sexual reversion or
contamination, by means of analysis using molecular markers, and evaluating the
morphoagronomic and resistance attributes to black-spot and to Phoma leaf blight
of the hermaphrodite M3 genotype. In the first stage, the plant material was
composed of 15 genotypes from the active bank of papaya tree germplasm
UENF/Caliman, being seven female genotypes of the dioecious progeny M3, a
hermaphrodite M3, and seven testimonies (Cariflora, Cimarron, Sekati, Maradol
Origin Mexico, Maradol GL, Criola de Costa Rica, and ‘Golden’). Those genotypes
were analyzed by microsatellite molecular markers in the HSY region (determination
of the hermaphroditism in papaya tree) and in the autosome regions. Subsequently,

a male genotype was included as a testimony, and then analyzed 16 genotypes by
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means of reactions in multiplex for the markers PMSM1 (it amplifies in male plants
and in plants with sexual reversion from male (XY) to hermaphrodite (XYh)); W11
(male/hermaphrodite); and the marker 71E (it amplifies in the three sexual types).
Data from the amplification of microsatellite loci were converted into a numerical
matrix to obtain the genetic dissimilarity matrix by the weighted index used to cluster
the individuals by means of the UPGMA hierarchical method and to project the
distance in the bi-dimensional plane. The heterozygosis and the coefficient of
endogamy were estimated for each region accessed. For the evaluation of the
morphoagronomic traits, incidence and severity of the black-spot and the Phoma
leaf blight, six genotypes (hermaphrodite M3; dioecious progeny M3; ‘Golden’;
Maradol; ‘Calimosa’; and Sunrise Soil 72/12) were assessed in an experimental
design in randomized blocks with ten replications and two plants per plot applying
analyzes of variance and mean tests for those traits. Regarding the descriptive
parameters, the hermaphrodite M3 was similar to the hermaphrodite testimonies in
the HSY region and to the dioecious in the autosome region. In the analysis of
cluster, the hermaphrodite M3 was near the dioecious, concerning the HSY region,
and of the hermaphrodites, regarding the autosome region. The analysis of
projection of distance in the bi-dimensional plane validates the clustering observed
for the 30 loci. The data generated by the microsatellites loci and the male-specific
locus indicated that a natural sexual reversion did not occurred, demonstrating a
possible contamination. With regard to the morphoagronomic traits, the
hermaphrodite M3 genotype showed good attributes both for production, quality of
fruits, and resistance to black-spot and to Phoma leaf blight. Considering the three
periods evaluated, the hermaphrodite M3 genotype presented a performance
similar to the testimony used as a resistance parameter (Maradol). However, a
period effect was identified proving the need for studies approaching more periods,
once the acquisition of a resistant hermaphrodite genotype will enable the use in

new hybridizations and the obtaining of stable hybrids.



1. INTRODUCAO

Dentre as fruteiras mais comuns nos paises da América Tropical, encontra-
se 0 mamoeiro (Carica papaya L.) (Oliveira et al., 1994). As cultivares mais
exploradas no Brasil sdo classificadas em dois grupos, conforme o tipo de fruto:
Solo e Formosa (Dantas, 2000a). A cultivar Golden, uma mutagdo do ‘Improved
Sunrise Solo Line 72/12’, encontra-se bastante difundida nas regiées Norte do
Espirito Santo e Sul da Bahia (Costa e Pacova, 2003), o hibrido UENF/Caliman01
também se destaca na composi¢ao de plantios comerciais no pais (Ramos, 2010).
Embora esses genétipos sejam amplamente difundidos e explorados em plantios
comerciais, nenhuma cultivar registrada é imune a doencas, isso acarreta grandes
perdas na produtividade e qualidade de frutos.

O melhoramento genético pode contribuir para o aumento da variabilidade
genética dos cultivos de mamoeiro por meio do desenvolvimento de novos
genotipos, com resisténcia as principais pragas, com atributos agronémicos e de
qualidade de frutos que atendam as exigéncias do consumidor (Oliveira et al.,
2010a).

Nesse sentido, progénies de meios-irmdos de mamoeiros oriundas de
genotipos crioulos procedentes do sul do Estado do Espirito Santo, foram avaliadas
quanto a resisténcia a pinta-preta, e conferiram a ocorréncia de variabilidade
genética (Vivas et al., 2012b, Vivas et al., 2013b). O mesmo material foi utilizado
para avaliacdo do potencial genético de contribuicdo na resisténcia a mancha-de-

phoma e apresentaram-se como promissores, pois mostraram valores adequados,



tanto para incidéncia quanto para severidade de mancha-de-phoma em folhas
(Vivas et al.,, 2014). Na progénie estudada foi possivel identificar materiais
resistentes, entretanto, esses materiais sdo dioicos, inviabilizando a
autopolinizacédo e a geracao de linhagens, tendo em vista a natureza do sistema
reprodutivo, onde ocorre, obrigatoriamente, a alogamia. Como consequéncia, as
plantas dioicas possuem um alto nivel de heterozigoze, o que resulta em hibridos
bastante heterogéneos (Silva et al., 2007a).

Dessa forma, a utilizacdo de materiais dioicos pode ndo ser a melhor opcéo
devido as questdes relatadas. Seria necessaria a conversdo do material dioico para
hermafrodita para posterior introducéo no programa de melhoramento, semelhante
ao trabalho de Silva et al. (2007a), que conduziram um programa de melhoramento
para a conversdo sexual do genétipo 'Cariflora’, de feminino para hermafrodita via
retrocruzamento, visando inicialmente o desenvolvimento de linhagens
endogamicas e depois de hibridos superiores.

A conversdo sexual natural em genotipos dioicos ja foi objeto de estudo no
programa de melhoramento do mamoeiro da UENF (Ramos et al., 2011b). Apés a
identificacdo de um gendtipo hermafrodita entre acessos pertencentes ao genétipo
dioico ‘Cariflora’ (no qual até entdo sO se conhecia materiais genéticos do sexo
masculino e feminino), os autores confirmaram via analise molecular a existéncia
de um representante hermafrodita para o genétipo ‘Cariflora’, sugerindo que este
gendtipo pode ter sido originado a partir de algum tipo de modificacdo genética,
como por exemplo, por uma mutagdo na regido cromossOmica que controla a
expressao do sexo no mamoeiro.

A ocorréncia de uma conversao sexual natural disponibiliza de imediato ao
melhorista, um material que levaria muitas geracdes para ser obtido por meio de
um programa de melhoramento. Sendo assim, a conversao sexual natural de um
gendtipo masculino para hermafrodita, que apresente resisténcia a doencas e bons
atributos morfoagronémicos, permitira a autofecundacéo do material e a obtencao
de linhagens e hibridos estaveis, 0 que serd um ganho para o programa de
melhoramento do mamoeiro da UENF.

Dessa forma, € um desafio para os melhoristas disponibilizar novos
gendtipos agronomicamente superiores que atendam as exigéncias dos
consumidores e produtores (Barros et al., 2017). Outro desafio a ser superado pela

cultura do mamoeiro € a necessidade de genotipos comerciais resistentes a



doencas. Nesse sentido, a identificacdo desses gendtipos possibilitaria a utilizacao
em novas hibridagdes, viabilizando o cultivo do mamoeiro em maior amplitude do
pais.

Uma das formas de se ampliar a base genética para fins de melhoramento
de plantas € a incorporacdo de gendtipos crioulos ou “landraces” (Vivas et al.,
2012b), uma vez que genotipos crioulos sdo importantes fontes de genes de
adaptacao, rusticidade e resisténcia de plantas a doencas bioticas e a estresses
abidticos (Vivas et al., 2014).



2. OBJETIVOS

Investigar a origem de uma planta hermafrodita M3 identificada em progénie
dioica, elucidando a ocorréncia de reversdo sexual ou contaminacédo, via analise
com marcadores moleculares (SSR e locos especificos) e;

Avaliar os atributos morfoagronémicos e de resisténcia a mancha-de-phoma

e pinta-preta do genoétipo hermafrodita M3.



3. CAPITULOS

3.1 USO DE FERRAMENTAS MOLECULARES NA ANALISE DE REVERSAO
SEXUAL EM MAMOEIRO

3.1.1 INTRODUCAO

O mamoeiro (C. papaya) é uma espécie trioica, ou seja, apresenta trés
formas sexuais: feminina, masculina e hermafrodita (Storey, 1953). A determinacao
do sexo no mamoeiro é controlada por um par de cromossomos sexuais
recentemente evoluidos com gendtipo XX nas plantas femininas, XY nas
masculinas e XY" nas plantas hermafroditas (Liu et al., 2004).

Em busca de compreender as origens do hermafroditismo e a evolugédo dos
cromossomos sexuais, foram sequenciadas a regido hermafrodita-especifica (HSY)
do cromossomo Y" e sua contraparte do cromossomo X (Wang et al., 2012), bem
como a regido macho especifica (MSY) do cromossomo Y, sugerindo que as
plantas hermafroditas (XY") sdo, provavelmente, resultado da domesticacdo de
uma populacdo dioica silvestre da regido do Pacifico Norte da Costa Rica
(VanBuren et al., 2015).

As regides HSY e MSY compartilham 99,6% de identidade (VanBuren et al.,

2015), sendo a regidao distinta (0,4%) responsavel pelas caracteristicas que



distinguem uma planta masculina da hermafrodita, ou seja, regidées que possuem
genes responsaveis pelo aborto de carpelo e pelo desenvolvimento de pedunculos
longos na inflorescéncia masculina (Liao et al., 2017).

Identificar o sexo do mamoeiro na fase de plantula é extremamente
importante, agilizando o tempo na escala produtiva e permitindo a economia de
recursos financeiros e naturais (dgua, luz e nutrientes). Haja vista que a
identificacdo sexual e sexagem sao realizadas somente apds a floracao,
aproximadamente aos 90 dias ap0s o transplantio. Sendo necessario o plantio de
trés a quatro mudas por cova na expectativa de se alcancar maior niumero de
plantas hermafroditas e, consequentemente, maior produtividade por area
plantada.

Estudos voltados a determinacdo sexual precoce sdo de extrema
importancia para os programas de melhoramento do mamoeiro, pois além da
demanda por genoétipos hermafroditas para composicado das lavouras comerciais
(tendo em vista a obtencdo de 66,67% de plantas hermafroditas a partir de
linhagens e de 50% a partir de uma cultivar hibrida) e da preferéncia do consumidor
por frutos piriforme, os gendtipos hermafroditas podem ser utilizados em
autofecundacdes para o desenvolvimento de linhagens e na obtencao de hibridos
estaveis. Pois, em genotipos dioicos, a autopolinizacdo ou a geracdo de linhagens
nao sao possiveis, além disso, o0 numero de locos em heterozigoze € alto e 0s
hibridos resultantes sédo bastante heterogéneos (Silva et al., 2007a). No entanto, 0s
gendtipos de populacdes dioicas podem ser portadores de genes de interesse para
o melhoramento, como por exemplo, genes que conferem adaptacéo, rusticidade e
resisténcia a estresse bidtico e abidtico. Sendo assim, a reversdo sexual de um
gendtipo dioico para hermafrodita que apresente resisténcia a pinta-preta e
mancha-de-phoma e, ainda, possua bons atributos morfoagronémicos, traz grande
vantagem e celeridade para os programas de melhoramento.

A ocorréncia da reversao sexual floral € comum na cultura do mamoeiro onde
se observa plantas masculinas com flores hermafroditas e vice-versa, enquanto as
flores femininas sdo consideradas estaveis (Storey, 1958). Essa reversao floral
conhecida como esterilidade de verdo (Damasceno Junior et al., 2008) é atribuida
a fatores genéticos e ambientais (Hofmeyer 1939, Awada 1958, Arkle Junior e

Nakasone 1984, Silva et al., 2007b, Damasceno Junior et al., 2008), além de



alteracdes epigenéticas (Negrutiu et al., 2001; Vyskot e Hobza, 2004; Aryal e Ming
2014, Liao et al., 2017).

Embora, em uma frequéncia muito baixa, a reversado sexual natural de uma
planta masculina para hermafrodita ocorre espontaneamente (Liao et al., 2017)
como ocorreu para o genotipo dioico ‘Cariflora’ (Ramos et al., 2011b). A ocorréncia
de uma reversdo sexual natural disponibiliza de imediato aos melhoristas, um
material que levaria muitas geracdes para ser obtido por meio de um programa de
melhoramento via introgressao do alelo responsavel pelo hermafroditismo (Silva et
al., 2007a, Ramos et al., 2014).

Para auxiliar na identificacdo sexual precoce das plantas de mamoeiro,
marcadores especificos para determinacdo do sexo foram desenvolvidos e
utilizados alcancando resultados positivos sejam eles do tipo SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) (Parasnis et al., 2000; Deputy et al., 2002; Urasaki
et al.,, 2002; Chaves-Bedoya e Nufiez, 2007), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (Sondur et al., 1996; Deputy et al., 2002; Lemos et al., 2002;
Urasaki et al., 2002), SSR (Simple Sequence Repeats) (Parasnis et al.,1999;
Santos et al.,, 2003; Eustice et al.,, 2008; Na et al.,, 2012) e AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (Ma et al., 2004).

Foram desenvolvidos por Liao et al. (2017) dois marcadores locos
especificos (PMSM1 e PMSM2) com base na sequéncia de 8.396 pb de um
retrotransposon especifico da regido MSY. Estes dois pares de primers amplificam
fragmentos apenas em plantas masculinas e hermafroditas oriundas de reverséo
sexual (XY para XYM, ndo havendo amplificacdo nas plantas femininas e
hermafroditas. Para a validacdo destes primers foram utilizadas 11 variedades
ginodioicas e quatro dioicas, verificando-se uma eficiente distincdo de cultivares
ginodioicas e dioicas, além de clara identificacdo de plantas com reversao sexual
masculino-hermafrodita (Liao, et al., 2017). Como controle, os autores utilizaram o
marcador especifico macho/hermafrodita W11, com 792pb, desenvolvido por
Deputy et al. (2002) e o marcador 71E (Liao, et al.,, 2017), que amplifica um
fragmento de 1000pb em todos os tipos sexuais.

Nesse contexto, foram utilizados iniciadores SSR da regido HSY (Na et al.,
2012), SSR cobrindo os 12 grupos de ligagdo do mamoeiro (baseado no trabalho

de Chen et al., 2007) e marcadores locos especificos, objetivando investigar a



origem de uma planta hermafrodita M3, identificada em progénie dioica M3,

elucidando a ocorréncia de reverséo sexual ou contaminagao.

3.1.2 REVISAO

3.1.2.1 Importancia nutricional e econémica do mamoeiro

O mamoeiro (C. papaya) estd entre as fruteiras mais cultivadas e
consumidas nas regides tropicais e subtropicais (Serrano e Caetano, 2010). O
cultivo desta fruteira busca abastecer o mercado nacional e internacional, devido
ao excelente valor digestivo e nutritivo de seus frutos (ricos em vitamina C) (Dantas,
2000Db).

Seus frutos sao consumidos basicamente na forma in natura (Souza et al.,
2005), além de fornecer a papaina, enzima proteolitica empregada para 0s mais
variados usos nas industrias téxtil, farmacéutica, alimenticia e cosmética (Oliveira
et al., 1994).

A producdo mundial de maméo esta reunida, principalmente, em cinco
paises (Indonésia, india, Brasil, Nigéria e México), que se alternam nas primeiras
posi¢cdes. O Brasil € o segundo maior produtor e exportador de mamao, com uma
producdo anual de aproximadamente 1,5 milhdo de toneladas. Possui uma area de
32 mil hectares e exporta a fruta para paises da Europa e, principalmente, dos
Estados Unidos. Ficando atras apenas da india com uma producdo de 5 milhdes
de toneladas (Araujo, 2017).

No Brasil, o cultivo do mamoeiro acontece em todas as regides (Galeano e
Martins, 2015), destacando-se como principais produtores os Estados da Bahia
(753,417 toneladas), Espirito Santo (251,365 toneladas), Ceara (110,520
toneladas), Rio Grande do Norte (94,740 toneladas) e Minas Gerais (61,306
toneladas) (IBGE, 2016).

Em 2014, foram registradas 88 unidades produtoras na Bahia, 90 no Ceara,
76 no Rio Grande do Norte, 18 no Espirito Santo e 58 em Minas Gerais. Sendo a
maior produc¢ao da fruteira registrada para Prado (84.420 toneladas) e Porto Seguro
(81804 toneladas); Pinheiros (90.000 toneladas) e Linhares (75. 000 toneladas);



Quixeré (14.647 toneladas) e Varjota (14.300 toneladas); Barauna (34.999
toneladas) e Touros (12.000 toneladas); Jaiba (35.000 toneladas) e Matias Cardoso
(30 000 toneladas), municipios pertencentes a Bahia, Espirito Santo, Ceara, Rio
Grande do Norte e Minas Gerais, respectivamente (IBGE, 2014).

Do ponto de vista social, 0 mamoeiro é de grande relevancia, contribuindo
para geracao de emprego e reducdo do éxodo rural, pois a cultura necessita de
tratos culturais durante todo o ano (Dantas et al., 1999).

3.1.2.2 Programa de melhoramento do mamoeiro da UENF/Caliman

O mamoeiro é uma cultura de enorme importancia econémica, em expansao
tanto no mercado interno quanto externo, despertando o interesse dos programas
de melhoramento. Segundo Pereira et al. (2015), apesar dos inumeros trabalhos
realizados, muitos estudos ainda sdo necessarios, a fim de fortalecer os programas
de melhoramento genético do mamoeiro, de modo que contribuam para ampliacao
da base genética atual, gere variedades com resisténcia as principais doencas,
além de apresentarem caracteristicas agronémicas desejaveis, visando satisfazer
as exigéncias do mercado interno e externo.

Em virtude disso, a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) estabeleceu em 1996, em parceria com a empresa Caliman S/A,
um programa de melhoramento genético do mamoeiro, desenvolvendo varios
estudos, tais como: avaliagdo da capacidade combinatéria de oito genitores do
grupo ‘Solo’ em cruzamento dialélico parcial com oito gendtipos do grupo
‘Formosa’, voltados a identificacdo de hibridos promissores (Marin et al., 2006),
conversdo de material dioico para hermafrodita (Silva et al., 2007a), estimativa da
capacidade especiifica de combinacéo e efeito heterdético de hibridos de mamoeiro,
por meio de top cross entre dez linhagens superiores provenientes de
retrocruzamento e quatro testadores de base estreita (Santa-Catarina, 2016), entre
outros, visando o desenvolvimento de gendtipos superiores, capazes de contribuir
com o agronegdcio do mamao no Brasil (Pereira et al., 2015).

Resultados satisfatorios foram alcancados pelo programa de melhoramento
do mamoeiro da UENF/Caliman, destacando-se o registro de nove hibridos de
mamoeiro (‘(UENF/Caliman01’, ‘UENF/Caliman02’, ‘UENF/Caliman03’,
‘UENF/Caliman04’, ‘UENF/Caliman05’, ‘UENF/Caliman06’, ‘UENF/Caliman07’,
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‘UENF/Caliman08’ e ‘UENF/Caliman09’) junto ao Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), em 2002 (BRASIL, 2018). Entre eles encontra-se o
primeiro hibrido desenvolvido no pais, o ‘UENF/Caliman01’, conhecido
comercialmente como ‘Calimosa’, recomendado aos agricultores em 2003 e vem
sendo cultivado nas diferentes regides produtoras do Brasil, nos estados do Rio
Grande do Norte, Bahia e Espirito Santo (Pereira et al., 2015). A partir de trabalhos
de Luz et al. (2015), foram registrados no Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento, quatro novos hibridos ‘UC-10’, ‘UC-12’, ‘UC-14’ e ‘UC-16’. Além
destes, outros oito hibridos (‘UC-20’, ‘UC-21’, ‘UC-22’, ‘UC-23’, ‘UC-24’, ‘UC-25’,
‘UC-27’, ‘UC-28’) foram desenvolvidos e registrados no ministério da agricultura
(BRASIL, 2018).

De acordo com Pereira et al., (2015), além do desenvolvimento de novas
cultivares hibridas o programa contribui na formacéo de profissionais (Agrébnomos,
Bidlogos, Mestres e Doutores) e na geracdo e divulgacdo do conhecimento
cientifico na forma de artigos publicados. Ainda, conforme esses autores, o
programa de melhoramento do mamoeiro da UENF/Caliman sustenta-se em alguns
pilares basicos destacando: o melhoramento classico, as ferramentas de
citogenética, a genética molecular, a fisiologia pds-colheita, a bioinformética e a
resisténcia a doencas (Pereira et al., 2015).

3.1.2.3 Determinagdo do sexo em mamoeiro

Na literatura, referente a heranca do sexo em mamoeiro, destacam-se 0s
estudos de Hofmeyr (1938) e Storey (1938) que, trabalhando independentemente,
estabeleceram hipoteses semelhantes postulando que o sexo em C. papaya era
determinado por um gene com trés alelos. Hofmeyr (1938) atribuiu os simbolos m,
M1 e M2 para os alelos desse gene, sendo as plantas masculinas e hermafroditas
heterozigotas, apresentando, respectivamente, 0s genotipos Mim e Mzm, enquanto
as plantas femininas seriam homozigotas (mm). As combina¢des dominantes
destes genotipos M1M1 e M2M2 séo letais (Storey, 1953).

Anos depois, Hofmeyr (1967) propds a hipotese do balanco génico, para a
determinacao sexual em C. papaya, sugerindo que uma maior concentracdo de
genes afetando a feminilidade esta nos cromossomos sexuais, enquanto a maior

concentracdo dos genes afetando a masculinidade estda nos cromossomos
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autossomicos, concluindo que a interagéo entre esses fatores determina o sexo da
planta.

Porém, a teoria mais recente estabelece que o controle do sexo no mamoeiro
esteja relacionado aos cromossomos sexuais X e Y evoluidos recentemente, onde
plantas masculinas e hermafroditas s&o controladas por dois cromossomos Y
ligeiramente diferentes, apresentando os gendtipos XY e XY", respectivamente, e
gendtipo XX para plantas femininas (Liu et al., 2004).

O sistema de determinacdo do sexo ho mamao € particularmente intrigante,
nao sé por possuir trés tipos florais (masculina, feminina e hermafrodita) dentro da
espécie, mas, também, porque mostra reversdo sexual frequentemente causada
por fatores ambientais tais como: mudancas bruscas de temperatura entre o dia e
a noite, radiacdo solar, comprimento do dia, baixa umidade, baixa temperatura
durante a noite e por fatores genéticos, principalmente a mutacédo (Hofmeyr, 1938;
Tooke et al., 2005). Vale ressaltar que as diversas variacdes nos tipos de sexo sédo
encontradas em plantas hermafroditas e masculinas, enquanto as plantas
femininas sédo estavéis, ou seja, ndo apresentam reversao sexual (Zaidan, 2002).

Por apresentar ciclo de vida relativamente curto, genoma pequeno e
recursos genéticos e genémicos disponiveis 0 mamao se tornou um excelente
sistema modelo para estudar a determinacdo do sexo (Aryal e Ming, 2014),
possibilitando o desenvolvimento de muitos estudos. Como exemplo, Aryal et al.
(2014) utilizaram sequéncias de RNAs de alto rendimento para identificar miRNAs
em flores masculinas, femininas e hermafroditas, indicando 14 miRNAs com funcéo
potencial na determinacdo do sexo do mamao por se expressarem diferencialmente

entre os trés sexos.

3.1.2.4 Marcadores SSR no melhoramento do mamoeiro

Os marcadores moleculares microssatélites, também denominados de
repeticdbes de sequéncias simples (SSR), compreendem uma classe de DNA
repetitivo composto de pequenas sequéncias de 1 a 4 nucleotideos repetidos
adjacentes que se encontram dispersos no genoma (Schlotterer e Pemberton,
1998).

Entre os primeiros trabalhos com desenvolvimento de sequéncias de primers

microssatélites desenhados especificamente para a espécie C. papaya, estao
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Santos et al. (2003), Peréz et al. (2006), Ramos (2007) e Eustice et al. (2008).
Santos et al. (2003) desenharam 32 pares de primers para diferenciacao da forma
sexual em plantas femininas e hermafroditas de cultivares do mamoeiro. Peréz et
al. (2006) disponibilizaram 45 sequéncias de clones que possibilitaram o desenho
de 45 pares de primers por Ramos (2007). J& Eustice et al. (2008) desenvolveram
938 marcadores microssatélite.

Os marcadores descritos por Eustice et al. (2008) foram utilizados para
construcdo de um mapa genético de alta densidade (Chen et al., 2007), onde um
total de 707 marcadores microssatélites foram mapeados em doze grupos de
ligagéo (nove grupos principais e trés grupos menores).

Vidal et al. (2014) desenvolveram e validaram um atlas abrangente no
genoma do mamoeiro, separando os marcadores génicos (e as regiées de introns
e éxons) e genbmicos e a notacdo da provavel funcdo desses marcadores
microssatélites que, certamente, auxiliard na eficiéncia da sele¢do assistida por
marcadores em mamoeiros e estudos genéticos populacionais.

A disponibilidade de informacdes gendmicas, facilita a identificacdo e
utilizacdo de marcadores génicos e marcadores mais especificos, como os de
determinacdo de sexo, por exemplo, desenvolvidos por Na et al. (2012) para
construcdo de mapas fisicos das regiées cromossdmicas HSY e X, essencial para
sequenciamento destas regides, a fim de descobrir os eventos iniciais da evolucéo
de cromossomos sexuais.

Em meio as principais aplicacdbes dos marcadores moleculares
microssatélites na cultura do mamoeiro tem-se: monitoramento da variabilidade
genética durante os ciclos de selecdo por retrocruzamentos, diminuindo os ciclos
de selecdo (Ramos et al., 2011a); avaliacdo da diversidade genética (Matos et al.,
2013); analise do polimorfismo em gendtipos de mamoeiro (Souza et al., 2014);
caracterizacdo genética; monitoramento do nivel de endogamia nos gendétipos e
estimativa da propor¢do gendmica do progenitor recorrente na populacéo avaliada
(Ramos et al., 2014). Assim, os marcadores SSRs tém ganhado espaco nos
programas de melhoramento, auxiliando os métodos classicos de melhoramento

genético em diversos aspectos.
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3.1.3 MATERIAL E METODOS

3.1.3.1 Material vegetal e extracdo de DNA genémico

Na primeira etapa do trabalho, foram submetidos a andlise molecular 15
genotipos (Tabela 1), sendo os sete gendtipos femininos com denominagédo de M3
resultantes da progénie dioica ‘STA-04’ resistente a pinta-preta (Vivas et al., 2012b;
Vivas et al., 2013b), e mancha-de-phoma (Vivas et al., 2014). O gendtipo

hermafrodita M3 (figura 1) foi identificado nesta progénie.

Tabela 1. Gendtipos de mamoeiro utilizados para analise molecular via marcadores
microssatélites e loco-especificos.

Gendétipos Sexo Tipo de populacéo de origem
M_3-5 Feminino Dioica
M_3-7 Feminino Dioica
M_3-8 Feminino Dioica
M_3-4 Feminino Dioica
Hermafrodita M3 Hermafrodita Dioica
M_3-3 Feminino Dioica

M 3-2 Feminino Dioica

M 3-9 Feminino Dioica
Cariflora Feminino Dioica
Cimarron Feminino Dioica
Maradol_mx Hermafrodita Ginodioica
Sekati Hermafrodita Ginodioica
Maradol_GL Hermafrodita Ginodioica
Criola_CR Feminino Dioica
‘Golden’ Hermafrodita Ginodioica

Na segunda etapa do trabalho, foi incluido como testemunha um genaétipo
masculino da progénie dioica M3. Todos 0s genoétipos sao pertencentes ao banco
ativo de germoplasma (BAG) de mamoeiro do programa de melhoramento
UENF/Caliman, mantido na empresa Caliman Agricola S/A, localizada no municipio
de Linhares, estado do Espirito Santo, entre os paralelos 19° 06’-19° 18’ de Latitude

Sul e entre os meridianos 39° 45’-40° 19’ Oeste.
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Figura 1. Planta hermafrodita M3 avaliada via marcadores moleculares,
pertencente ao BAG UENF/Caliman, mantido na empresa Caliman Agricola S/A,
Linhares — ES.

Para a extracdo do DNA genbmico, as amostras de folhas jovens dos 16
genatipos foram coletadas no BAG, colocadas em envelopes de papel aluminio,
identificadas, imersas e transportadas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer a uma temperatura de -80°C. A extragcdo do DNA foi realizada de
acordo com o protocolo CTAB (Doyle e Doyle, 1987), com modificacdes sugeridas
por Daher et al. (2002). Para avaliagdo da concentracédo e da qualidade de DNA,
as amostras foram coradas com a mistura de Blue Juice e Gel Red na proporcéo
de 1:1 e avaliadas em gel de agarose a 1%, utilizando o quantificador lambda (A)
em concentragdo de 100 ng/uL. As imagens foram capturadas pelo sistema de
fotodocumentacdo MiniBis Pro (Bio Imaging Systems). Em seguida, as amostras
foram submetidas a quantificacdo pelo programa Gel quant, para estimar a
guantidade de DNA obtido. Posteriormente, as amostras de trabalho foram

padronizadas a concentragao de 5ng/ul e mantidas a -20°C.
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3.1.3.2 Amplificacdo de iniciadores microssatélites e marcadores

locos especificos

Inicialmente foi realizado um Screening com 66 primers (Tabela 2),
selecionando 30 para as reagdes de amplificacéo por apresentarem polimorfismo,
sendo 15 marcadores SSR da regido HSY (cromossomo Y") e 15 marcadores SSR,
cobrindo regides autossdmicas do genoma do mamoeiro, previamente relatado por
Na et al. (2012) e Eustice et al. (2008), respectivamente. As reacOes foram
realizadas em um volume final de 13 pL, contendo 1x de tampédo Taq Buffer
(NH4)2S04; 0,2 mM de dNTP; 1,9 mM de MgCI2; 0,2 mM de primer (F+R); 10ng
de DNA e 0,6 U de Taq DNA polimerase.

Na segunda etapa, as reacfes foram realizadas em multiplex, utilizando o
marcador macho-especifico PMSM1 que amplifica fragmentos de 585 pb em
plantas masculinas e em plantas com reversao sexual de masculina (XY) para
hermafrodita (XY") (Liao et al., 2017), o marcador W11 com 792pb (Deputy et al.,
2002) que amplifica em plantas masculinas e hermafroditas, mas ndo em plantas
femininas e o marcador 71E (Liao et al., 2017) utilizado como controle por amplificar
nos trés tipos sexuais (Tabela 3). As reacbes em multiplex foram realizadas em
volume final de 13 pL, contendo 1x de tampédo Taq Buffer (NH4)2S04; 0,2 mM de
dNTP; 1,9 mM de MgCI2; 0,2 mM de cada primer (F+R); 10ng de DNA e 0,6 U de
Tag DNA polimerase.

As amplificagbes do DNA foram realizadas no termociclador Gradiente da
marca Applied Biosystems, de acordo com o seguinte programa: um ciclo de 5
minutos a 94°C para a desnaturacéo inicial do DNA, seguido de 35 ciclos por 1
minuto a 94°C para desnaturacdo, 1 minuto com a temperatura (°C) ideal para o
anelamento dos primers (especifica para cada primer conforme o gradiente de
temperatura) e 3 minutos a 72°C para a extenséo dos primers. Posteriormente, um
ciclo de 7 minutos a 72°C para a extenséo final com uma reducao a 4°C no final da
amplificagéo. Apos serem corados com a mistura de Gel Red e Blue Juice (1:1), os
produtos de amplificacéo foram separados por eletroforese em gel de agarose 4%,
submetido a 0,30 Ampere. Posteriormente, as imagens foram capturadas pelo
sistema de fotodocumentacdo MiniBis Pro (Bio Imaging Systems). Os locos

polimdrficos foram submetidos a analises estatisticas.



Tabela 2. Lista de primers utilizados na anélise molecular dos 15 genétipos de mamoeiro, com respectivas sequéncias, nimero de

alelos por loco (NA), referéncia, grupos de ligacédo (GL) e temperatura de anelamento (Ta)

Locos SSR Sequéncia (5°23") Sequéncia (3°2>5") NA Referéncia GL Ta(°C)
spctgl77_258a F: GTGGACTGATGATCGGGGAC R: CCCCGATAAATTTCAGCGAAT 2 Na et al., 2012 1 60
spctgl77_39a F: ATGTTGGGCGCCTTTCTTTT R: ACCTGCCGTGGCTATTGAGA 2 Na et al., 2012 1 60
spctgl77_445a F: CCTACGAAGGACCAATTAAGCA R: TCTTTGCAAGTGTTTTGCATCA 2 Na et al., 2012 1 60
spctgl77_495a F: GCACGCCTTCTTCTTGGAAA R: CGTGCAGCATCGGCTATTTA 3 Na et al., 2012 1 60
spctgl77_497a F: GTGCATTCAAAATTTTATTCGTGA R: GTGTGGAGTGGATCAATTTGC 2 Na et al., 2012 1 60
BorderB_1288a F: TGGTGAAAGAGCGAATGCTG R: TCATCGAACCTGCCATAGCC 2 Na et al., 2012 1 60
BorderB_2001a F: CCCATAACTCAAATTTTCACCCC R: TGTAAAAGCTTCTGTAACACCCCA 2 Na et al., 2012 1 60
BorderB_2069a F: GCAATCAAATTTCTGTATGATGCG R: GCACAGAGTTGGCACAGTGG 2 Na et al., 2012 1 60
BorderB_1127a F: CGGGTTTGTTGTTGGTGGTT R: GTTGGAGAAGTGGGCACGAG 2 Na et al., 2012 1 57
BorderB_1029a F: TCCGAAGAAAACATTGGCCTT R: TGGTGAGATCTTGTGAGCTTGAA 2 Na et al., 2012 1 63
86B15ctg9a F: CCCTTATTGCCAACAAAAAGAAA R: GCATATGCATACAAAGTCTTGGC 3 Na et al., 2012 1 57
BorderB_1565a F: TGGATTTGAATTTGGAAGCATTG R: TGGCATGGATTCCTGCAATA 3 Na et al., 2012 1 60
BorderB_1801a F: ACTGTCGGCATTGACAGGGT R: TCAACATCCAAACGACTTCCC 3 Na et al., 2012 1 63
BorderB_734a F: AGTGATCTGGACGATCTGGG R: TGCATGCATAATATGTGTCAAAAA 3 Na et al., 2012 1 57
BorderB_1655a F: CATGCTTGGCTGTCACGAAA R: GAAGGACCCACCATCCCTTC 2 Na et al., 2012 1 60
spctgl77_12a F: TCTTGACACCTCATCCCTTGG R: CAACGGTACACTGAATGGGGA 1 Na et al., 2012 1 60
spctgl77_457a F: CAAGGACCCAATACACCCCA R: CAGATTCAGATTCCACCGGC 1 Na et al., 2012 1 60

oT



Tabela 2. Cont.

Locos SSR Sequéncia (5°23) Sequéncia (3" >5") NA Referéncia GL Ta(°C)
spctgl77_492a F: ACTCCAGCTAGCTAGGGAATTTTT R: GCACCACTTTCCCAATTTCA 1 Na et al., 2012 1 60
spctgl77_793a F: TCATAACTTCCCTCGTCGGC R: GTTGCTCATCCCGAGACCTG 1 Na et al., 2012 1 60
supercontig_66_108a F: TGAGGGCAGTGGTTACCGTT R: TTTTTGCCAAAGCACGGTCT 1 Na et al., 2012 1 60
supercontig_66_345a F: CCCACAATTTGCAATATGGTTCA R: ATGCGGCTATGACTGGCAAA 1 Na et al., 2012 1 60
BorderB_1299b F: CCTTTCATTTCCCAGGGATT R: AATGGAAGGTACTTTTCTGTGTGC 1 Na et al., 2012 1 60
BorderB_1138a F: TGGGTTGGTGGAGGAAATGT R: TGGTCTCGATGCATGTAAGAATTG 1 Na et al., 2012 1 60
BorderB_733a F: CTCGCATCGAGATCTGCCTT R: AAGCCTCTCTGTGCAGCTCG 1 Na et al., 2012 1 60
BorderB_770a F: CCGCCTGTATTCATGCGAGT R: TGCTGTCTCTCGCCTCTCCT 1 Na et al., 2012 1 63
BorderB_242a F: TCAGCCAATGTAGTTGTCAGGA R: CAGCGGTAGCTGCTGTGAA 1 Na et al., 2012 1 60
BorderB_1la F: GCAAGTCTACCGCACGCTCT R: CGCGACTGGAAGAAGAAGGA 1 Na et al., 2012 1 63
BorderB_1655b F: GCAAATACACCAAATGTGGCA R: TGATAAACGGCTAAACAACGACA 1 Na et al., 2012 1 60
58C24 134a F: CCTCGAGGAAAAACTCCCAAA R: TGGGCTTCCCTCCCCTATAA 1 Na et al., 2012 1 63
spctgl77_25b F: CATCCTGTTATCGGGGCTTG R: CCCATTTTTCTCAAAATTGCTTTC 1 Na et al., 2012 1 63
CPM1554C2 F: TTGACGAATTCAAACCCATGC R: CACCTCGTGGCATCAAACAA 2 Eustice et al., 2008 1 63
CPM2095C0 F: AAGGTCACGCATGAGTTTGC R: CGAAAACCAACTTACCAAGATCA 2 Eustice et al., 2008 1 63
P3K6912CC F: TGAAGCCTCAGTGAATCCAAA R: CCCATGGGAACACATCTATTG 2 Eustice et al., 2008 2 60
CPM746LCC F: TTATGTTTGGGAAGAACGCC R: GCCAATTCCCCACAAATCTA 2 Eustice et al., 2008 3 60
P3K3968A5 F: TGCGATCGAAAGGTTCTTGAG R: TGGAAATGGCTGGTTTTGTCA 2 Eustice et al., 2008 4 60
P3K1883CC F: GGTTGAAACGTTAACGGCG R: GGTAGAGAGTCAATGGATTTTGC 3 Eustice et al., 2008 4 60

LT



Tabela 2. Cont.

Locos SSR Sequéncia (5°23) Sequéncia (3" >5") NA Referéncia GL Ta(°C)
ctg-365A5 F: TTCTTTCACCCGCTCCTCTG R: AAACAACTCGGCCCAACTGA 3 Eustice et al., 2008 5 57
P3K23CC F: CGTAAAGGTCGGGTCAGCTA R: TGGTCTTCACATGAAATGAGCTT 2 Eustice et al., 2008 6 57
ctg-138A0 F: CCCACTGAAAGCTTCCTGTAAA R: CCACACAAAGAAGACGAAACAAA 2 Eustice et al., 2008 8 60
CPM766CC F: TACCAAGTTCAGCAAGCGGT R: ATACTTTCTCCCCCTTCGGA 2 Eustice et al., 2008 8 60
P3K1497CC F: TGACGGTGAAAATTGCAACA R: AAAAGGGGAGTCCAAATTGGTT 2 Eustice et al., 2008 9 60
P3K2935CC F: TGCAGAGAAGGAAAGGAGGAAA R: TCCGTTGATGTTACAACTCCAAAT 2 Eustice et al., 2008 9 60
CPM2098A5 F: TGATTGGCATGATTGGTTGG R: CGACCTCTCGCTTATGGACTG 3 Eustice et al., 2008 10 60
P3K149CO0 F: TGGTGGATGTTGATGCATGTT R: TCTGGTGGTCATGATGGTGG 2 Eustice et al., 2008 11 60
P3K3510C0 F: GTAGCCGAACGCACAACACA R: CGTGTAAAAGAAGCGGTAGATCG 2 Eustice et al., 2008 12 60
P8K39CC F: CGTCAAGTTGTTGGGTTGGTC R: TGACATCTCCGAAGAGCTGAGA 1 Eustice et al., 2008 1 60
P3K2388CO0 F: GCACACATAAAAATGTGCTTCG R: TGCAAAGTCTCTGCTTTCAAGA 1 Eustice et al., 2008 1 57
P3K418CC F: CGTAAAGACTTGTTGCCTTACGC R: CCAAGACTTGCATAACGGCTC 1 Eustice et al., 2008 1 60
P3K8229CC F: TTCCCGACCATTCCTCGTAA R: CACATGAACTGTCCCCAGCA 1 Eustice et al., 2008 2 60
P3K1850CC F: TTTCTCCCACATGACCCACA R: GGGGGTGCTTTGGAATCTTT 1 Eustice et al., 2008 2 60
P3K1776CC F: TGTTTGCATTTTTGCTTTCCC R: AATGATCAATCCCTACGCGTTC 1 Eustice et al., 2008 3 57
CPM1621CC F: ATGGTAACCCAGCGTGAGGA R: ACGCCAAATATTCCCAACCC 1 Eustice et al., 2008 3 57
CPM765LCC F: CAACGCTCTCCCTCTCTCTC R: AACTCTGACCCATGACCAGC 1 Eustice et al., 2008 3 57
ctg-364CC F: TTTGCACATAACCCTTCTTGGA R: AAAAGGAAATGATTGCAAGATTGA 1 Eustice et al., 2008 3 60
P3K398CC F: GTGGGAGAATTCGAGCATCC R: TGATTATGCCCAAAGCCCAT 1 Eustice et al., 2008 4 57
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Tabela 2. Cont.

Locos SSR Sequéncia (5°113%) Sequéncia (3°'115%) NA  Referéncia GL Ta(°C)
P3K2152CC F: CTCCAAGAAAACTTTGACATGGG R:CAATTATGAGCCGGTCACTAACAA 1 Eustice et al., 2008 5 60
P3K3256CC F:CGACAAGGAAATTAAAGCCAAATC R: ATGACCGTGTTTGGTTGCTG 1 Eustice et al., 2008 5 60
P3K6467CC F: GGGGGACCATCTTCCTCTCT R: CTTGGGTTGAGATGCTCTCCT 1 Eustice et al., 2008 6 57
ctg-304A5 F: GGCAATCCTTTTAGCGACCC R: TAGTCGTCGCCGGAATCTGT 1 Eustice et al., 2008 6 60
P3K5113CO0 F: CGAAAACTCTCAGGCGCATC R: CCCCCATCTACTCTCCCATCA 1 Eustice et al.,.2008 6 60
ctg-733A5 F:ACCAAAGAGCTTGATGTCAAACAA R: TTTGTCCACTTCTCTCATTTGGG 1 Eustice et al., 2008 7 57
CPM1846CC F: GCCCACACTCTTGATGGGAC R: TCGAGAAAGTCCCATCCTTAACA 1 Eustice et al.,2008 7 60
ctg-64CC F:CATCCCGAACTACTCACATAAACA R: TGCTTGCTGCTCACTTATGG 1 Eustice et al., 2008 7 60
ctg-456CC F: TGAATTCAAATGCTGCCTCAG R: GGACCTATCAGTTCAACTTCCCA 1 Eustice et al.,2008 7 57
P3K7484C0 F: CGGTAGCGACTCATCGGACT R: TTGACTCGCGAGGAAAGGAG 1 Eustice et al., 2008 10 60
P6K1472CO0 F: GAAGGAGCATCCATCGCAAC R: CCAGTCCATTTTCCAGCCAA 1 Eustice et al., 2008 1 63

Ta= temperatura de anelamento do primer em °C. GL= Grupo de ligacao.

Tabela 3. Primers utilizados na analise de 16 gendtipos de mamoeiro, com respectivas sequéncias, numero de alelos por loco (NA),
referéncia, grupos de ligacdo (GL) e temperatura de anelamento (Ta)

Locos

especificos Sequéncia (5" 23") Sequéncia (3'25) Amplificacdo/tipo sexual  Referéncia Ta (°C)
W 11 F: CTGATGCGTGTGTGGCTCTA R: CTGATGCGTGATCATCTACT  XY/XYh Deputy et al., 2002 57
PMSM1 F: GGTCCATAAGACTCCTGAAG R:TCGTGTTGTTAGGCCAAGTG  XY/(XY->XY") Liao et al., 2017 57
71E F: TTCCATCGAGCTTCCTAGTC R: GCGACTACTCTACCATGCTT  XY/XX/XYh Liao et al., 2017 57

Ta= temperatura de anelamento do primer em °C. GL= Grupo de ligacédo. XY= sexo masculino. XX= sexo feminino. XY"=sexo hermafrodita. XY->XY" = plantas
com reversdo sexual de masculina para hermafrodita.

6T
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3.1.3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos a partir da amplificacdo dos locos microssatélites da regido
HSY e das regides autossdmicas foram convertidos em uma matriz numeérica,
conforme descrito por Ramos et al. (2011b). Esta matriz foi utilizada para a
obtencdo da matriz de dissimilaridade genética através do indice Ponderado,
utilizando o software Genes (Cruz, 2013). A analise de agrupamento pelo método
hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
Analysis) foi realizada através do pacote cluster/rect.hclust no software R
(Development Core Team, 2011). A dispersao gréafica no plano bidimensional com
base no método da Analise das Coordenadas Principais (PCoA) utilizou o programa
GenAlex 6 (Peakall e Smouse, 2007) e a estimativa da heterozigose observada
(Ho) e do coeficiente de endogamia (f) foi realizada pelo programa PowerMarker
versao 3.25 (Liu e Muse, 2005).

3.1.4 RESULTADOS

Os parametros de diversidade genética, heterozigosidade observada (Ho) e
coeficiente de endogamia (f), foram estimados para os 15 gendétipos de C. papaya
com base nos 15 locos SSR da regido HSY, 15 locos SSR autossdmicos e para as
duas regides em conjunto (Tabela 3).

Com base nos locos da regido HSY, foi gerado um total de 40 alelos com
média de 2,67 alelos/loco; a Ho variou de 0 a 0,53 com média de 0,23 e o f de 0,047
a 1, com média de 0,57. Na regido autossdmica foi gerado um total de 42 alelos
com média de 2,8 alelos/loco; a Ho variou de 0 a 0,47 com média de 0,29 e o f de
0,15 a 1 com média de 0,48. Analisando as duas regifes, ou seja, os 30 locos em
conjunto, foi observado um total de 43 alelos, com média de 2,87 alelos/loco; a Ho
variou de 0,03 a 0,47 com média de 0,26 e o f de 0,18 a 0,94 com média de 0,52.
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Tabela 3. Heterozigosidade obsevada (Ho) e coeficiente de endogamia (f)
estimado para os 15 genotipos de C. papaya, a partir da analise de 15 locos SSR
da regido HSY, 15 locos SSR da regido autossémica e dos 30 locos em conjunto.

Genobtipos Sexo  Obtencéo LOC.QS da Locos N Locos ':'SYJ'
regido HSY autossOmicos autossOmicos
Ho F Ho F Ho F

M_3-5 XX Cruzamento 0,15 0,71 0,36 0,31 0,26 0,49
M_3-7 XX Cruzamento 0,23 0,72 0,27 0,52 0,20 0,60
M_3-8 XX Cruzamento 0,00 1,00 0,27 0,54 0,13 0,74
M_3-4 XX Cruzamento 0,23 0,72 0,40 0,28 0,27 0,48
Hermafrodita XYh  Cruzamento 0,38 0,34 0,47 0,15 0,43 0,23
M3

M_3-3 XX Cruzamento 0,36 0,34 0,33 0,40 0,34 0,36
M_3-2 XX Cruzamento 0,20 0,62 0,40 0,23 0,30 041
M_3-9 XX Cruzamento 0,20 0,66 0,27 0,55 0,23 0,59
Cariflora XX Cruzamento 0,08 0,86 0,21 0,60 0,15 0,72
Cimarron XX Autofecundagdo 0,53 0,05 0,40 0,30 0,47 0,18
Maradol_mx XYh  Autofecundagdo 0,28 0,48 0,00 1,00 0,14 0,73
Sekati XYh  Autofecundagdo 0,33 0,39 0,28 0,51 0,31 0,46
Maradol_GL XYh  Autofecundagdo 0,43 0,32 0,33 0,39 0,38 0,34
Criola_CR XX Cruzamento 0,21 0,65 0,36 0,35 0,29 0,49
‘Golden’ XYt  Autofecundacdo 0,07 0,88 0,00 1,00 0,03 0,94
Média 0,23 0,57 0,29 0,48 0,26 0,52

XX= sexo feminino. XY"=sexo hermafrodita.

Observando-se o agrupamento dos locos da regido HSY (figura 2a), pode-se

constatar o grupo | formado pelos genétipos Criola de Costa Rica e ‘Golden’, o

grupo Il composto pelo genétipo Maradol origem México (MX) e o grupo I, reunindo

a maior parte dos gendétipos, agrupando todos os genadtipos da progénie dioica M3,

além do genotipo hermafrodita M3 e quatro testemunhas, sendo dois gendétipos

dioicos (Cariflora e Cimarron) e dois genoétipos hermafroditas (Maradol GL e Sekati).

Na analise de agrupamento dos locos autossémicos (figura 2b), podem-se

verificar Cimarron, Sekati, Maradol GL, Maradol Origem México e Hermafrodita M3

compondo o grupo |; os gendtipos da progénie dioica M3 formando o grupo Il e os

genotipos Criola de Costa Rica, Cariflora e ‘Golden’ formando o grupo 1.
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Figura 2 - Dendrograma de dissimilaridade genética entre 15 gendétipos de C.
papaya, do Banco Germoplasma UENF/Caliman, obtidos pelo método de
agrupamento UPGMA. A- Com base na analise de 15 locos microssatélites da
regido HSY (Coeficiente de correlacdo cofenética: 0,73; Estresse: 19,46; Distor¢éo:
3,78); B- Com base na analise de 15 locos microssatélites autossémicos
(Coeficiente de correlacé@o cofenética: 0,73 Estresse: 18,34; Distorgdo: 3,36).

Quando analisados os locos da regido HSY em conjunto com os locos
autossémicos (figura 3), o grupo | foi formado pelos genétipos Criola de Costa Rica
e pela cultivar ‘Golden’; o grupo Il agrupou a maior parte dos genétipos (todos os
genatipos da progénie dioica, M 3-7, M 3-4, M 3-8, M 3-5 e M 3-9, mais o genétipo
dioico Cariflora); e o grupo Il reuniu os genétipos Maradol MX, Maradol GL e Sekati
e 0 gendtipo hermafrodita M3, fortemente ligado ao Cimarron (testemunha dioica).
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Figura 3 — Dendrograma de dissimilaridade genética entre 15 gendtipos de C.
papaya do BAG UENF/Caliman, obtidos pelo método de agrupamento UPGMA,
com base nos 30 locos microssatélites (Coeficiente de correlacéo cofenética = 0,81,
Distor¢cédo = 1,95; Estresse = 13,98).

Os gendtipos também foram analisados a partir da analise da dispersao
grafica baseada na analise das coordenadas principais (PCoA), conforme
apresentado na figura 4, utlizando os 30 locos SSR em conjunto (HSY e
autossdmicos). As duas primeiras coordenadas juntas explicaram 50,05% da
variacéo total dos dados, sendo que 20,93% dessa variacao foi explicada pela
coordenada 1 e 36,19% explicada pela coordenada 2. Verificam-se nos quadrantes
I e Il o gendtipo hermafrodita sob investigacéo, todos as testemunhas hermafroditas
e as testemunhas dioicas Cimaron e Criola de Costa Rica, enquanto nos
quadrantes Il e IV encontram-se todos os gendtipos da progénie dioica M3 e o
genatipo dioico Cariflora utilizado como testemunha.
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Figura 4 - Projecdo de distancia no plano bidimensional utilizando duas
coordenadas entre 15 genétipos de C. papaya, utilizando os 30 locos SSR em
conjunto (HSY e autossémicos).

Na Figura 5, sdo apresentados os padrdes de amplificacdo obtidos para os
16 genotipos analisados utilizando o marcador macho especifico PMSM1, o loco
71E como controle positivo, que amplifica um fragmento autossémico nos trés tipos
sexuais e 0 marcador especifico masculino/hermafrodita W11, que amplifica um
fragmento em plantas masculinas e hermafroditas, mas ndo amplifica em plantas
femininas.

Conforme pode ser observado no perfil eletroforético dos fragmentos
obtidos, todos os genétipos amplificaram para o marcador 71E utilizado como
controle positivo. Para o marcador especifico masculina/hermafrodita (W11), em
consonancia com o esperado, ndo houve amplificacao para os gendétipos femininos,
apenas para os genétipos hermafrodita e masculino. No entanto, foi observada
auséncia de amplificacdo para o genotipo hermafrodita Maradol GL, ou seja, a
presenca de uma planta falso-negativa (planta 13). Para o marcador PMSM1 foi
observada amplificacdo apenas no gendtipo masculino, ndo havendo amplificacado
nos genodtipos femininos e hermafroditas, indicando, portanto, que o material
investigado hermafrodita M3 (planta 5) ndo sofreu reversao sexual de uma planta

masculina para hermafrodita
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Figura 5 - Amplificacdo de fragmentos machos-especificos utilizando o marcador
PMSM1. O marcador 71E foi utilizado como controle positivo que amplifica um
fragmento autossémico de todos os trés tipos sexuais. O marcador especifico W11
amplifica um fragmento de plantas masculinas e hermafroditas, mas n&o planta
feminina. M: marcador 100 pb; 1: M3-5; 2: M3-7; 3: M3-8; 4: M3-4; 5: Hermafrodita
M3; 6: M3-3; 7: M3-2; 8: M3-9; 9: Cariflora; 10: Cimarron; 11: Maradol _MX; 12:
Sekati; 13: Maradol_GL; 14: Criola de Costa Rica; 15: ‘Golden’; 16: masculina.

3.1.5 DISCUSSAO

Quanto a analise dos parametros descritivos de diversidade genética para a
regido HSY, ndo era esperado a amplificacdo dos gendtipos femininos a partir de
locos SSR da regido HSY, porém, os marcadores estdo localizados nas bordas A
e B que sdo regides comuns para os cromossomos X e Y" ou seja, possuem
similaridade de sequéncia nucleotidica (Na et al., 2012), justificando a endogamia
elevada observada nos genétipos hermafroditas, apesar das diferencas entre os
cromossomos X e Y.

Em relagéo a regido autossémica, baixa endogamia e maior heterozigose
foram observados nos genétipos dioicos, corroborando os resultados relatados por
Ramos et al. (2014), ao analisar tal parametro em genotipos hermafroditas e dioicos
de mamoeiro. Observa-se que o gendétipo hermafrodita M3 apresentou um perfil de
amplificagdo semelhante aos materiais dioicos considerando a analise dos locos
autossdmicos. Os genotipos ‘Golden’ e Maradol MX apresentaram endogamia igual
a 1, conforme observado para linhagens em trabalho realizado por Oliveira et al.
(2010b). Considerando a analise dos 30 locos em conjunto, o hermafrodita M3
apresentou baixa endogamia e maior heterozigosidade, assim como o Cimarron

testemunha dioica.
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Com base na analise de agrupamento, considerando a hipétese de
ocorréncia de reversao sexual, o esperado € que houvesse uma maior proximidade
genética entre o genadtipo hermafrodita M3 e as testemunhas hermafroditas para os
locos da regido HSY, tendo em vista que estudos tém apontado que nesta regido
encontram-se 0s genes que controlam a determinagédo do hermafroditismo e da
masculinidade (este Ultimo na contraparte do cromossomo Y - regido MSY).

Para a analise dos locos autossémicos, ainda na hipdtese de reversao
sexual, seria esperado uma menor distancia entre o genétipo hermafrodita M3 e os
gendtipos dioicos, haja vista que modificacbes génicas ou rearranjos
cromossOmicos nestas regides provavelmente nao resultariam na modificacdo do
tipo sexual, uma vez que os genes envolvidos nesta caracteristica se encontram
em regides especificas dos cromossomos sexuais. Por outro lado, na hipotese de
contaminacao por poélen, espera-se uma semelhanca do gendtipo hermafrodita M3,
tanto com os hermafroditas quanto com os genotipos dioicos da progénie M3,
agrupando-se entre a progénie dioica M3 e as testemunhas hermafroditas, tendo
em vista a contribuicdo de ambos os gametas para a formacdo do embrido e,
consequentemente, da planta. Portanto, o agrupamento do hermafrodita M3
proximo dos dioicos, quando analisado os locos da regido HSY e dos hermafroditas
nas regides autossdémicas, fugiu do padréo esperado, tanto para a hipétese de
reversao sexual quanto para a hipétese de contaminacao por pélen.

Quanto a analise de projecao de distancia no plano bidimensional utilizando
duas coordenadas, os genétipos Criola de Costa Rica e Cimarron foram excecoes,
pois, embora sejam materiais dioicos, as regides genbmicas analisadas
apresentaram maior similaridade genética desses genétipos com as testemunhas
hermafroditas devido a maior proximidade observada quando as distancias
genéticas foram plotadas no plano, corroborando com o agrupamento observado
(figura 3) para os 30 locos.

A partir da andlise de agrupamento dos genétipos nao foi possivel concluir
com clareza se o gendétipo hermafrodita M3 é resultante de uma reversao sexual ou
contaminagdo, porque apesar de haver evidéncias da ocorréncia de uma
contaminagdo de polen quando analisados os 30 locos em conjunto, quando
analisado separadamente os locos da regido HSY e autossémicos nao se observou
o esperado para esta hipétese. Diante disso, justificou-se o emprego do marcador

loco especifico PMSM1 na segunda etapa do trabalho, em funcéo da especificidade
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deste marcador na identificagdo de mutantes com reversdo sexual de masculino
para hermafrodita, conforme proposto por Liao et al. (2017).

O marcador PMSM1, conforme relatado por Liao et al. (2017) foi desenhado
com base na sequéncia de 8396 pb de insercédo especifica na regido MSY, nao
amplificando, portanto, em plantas femininas e hermafroditas. Este marcador
apresenta eficacia na identificacdo de plantas com reversao sexual masculina para
hermafroditas, embora haja apenas 0,4% de diferenca entre as regides HSY e
MSY. Dessa forma, obvervou-se a auséncia de amplificacdo no genotipo
hermafrodita M3 (planta 5) para o marcador PMSM1, indicando que nao ocorreu
uma mutagdo ou reversdo sexual natural, evidenciando-se uma provéavel
contaminacgdo. Possivelmente houve uma contaminacdo por polen do gendtipo
Maradol utilizado como testemunha no experimento para avaliacdo da resisténcia
a mancha-do-phoma e a pinta-preta, do qual a progénie dioica M3 analisada no
presente estudo foi selecionada (Vivas, et al., 2012b). Durante a conducao de tal
experimento com as progénies dioicas foi adotada a conduta de livre polinizagéo,
ou seja, auséncia de controle nos cruzamentos possibilitando a fecundacao
mediada por agentes polinizadores como insetos ou polen disperso pelo vento.
Santos et al. (2008), estudando as modificacdes anatdmicas ocorridas durante o
desenvolvimento do grao de pélen do mamoeiro, observaram que eles exibem uma
natureza lipidica. Os autores correlacionaram essa natureza lipidica com a
ocorréncia da anemofilia na cultura. Validando as observagdes feitas por Storey
(1969) de que o vento era o principal meio de dispersao de podlen da cultura de
mamoeiro (Storey 1969 apud Santos et al., 2008).

A proporcdo esperada em cruzamentos controlados entre uma planta
feminina e uma hermafrodita é de 1:1 (Ming et al., 2007). No entanto, nédo foi
observada essa propor¢cdo em campo quando a progénie dioica M3 foi plantada,
provavelmente em funcdo da auséncia de controle nos cruzamentos.

A auséncia de amplificagdo observada para o marcador W11 no genotipo
Maradol GL, uma testemunha hermafrodita (figura 5, planta 13), foi um resultado
falso-negativo, ou seja, auséncia de bandas em genotipo sabiamente hermafrodita.
Resultados semelhantes foram constatados por Deputy et al. (2002) e Oliveira et
al. (2007) que também verificaram a ocorréncia de falso-negativas em estudos com

0 marcador W11.
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De acordo com os dados gerados pelos locos microssatelites e do loco
macho-especifico, evidencia-se uma provavel contaminagdo por pélen entre a
progénie dioica M3 resistente e o Maradol, originando o genotipo hermafrodita M3.
Embora evidenciado na anéalise molecular que nao se tratou de reverséo sexual, 0
gendtipo hermafrodita M3 foi avaliado quanto as caracteristicas morfoagronémicas
e de resisténcia a pinta-preta e mancha-de-phoma em condi¢ées de campo, uma
vez que este gendtipo pode ser interessante se constatado superioridade para
atributos agrondmicos e quanto a resisténcia a tais doencas. Um gendtipo
hermafrodita resistente possibilitard a utilizacdo em novas hibridacdes para
obtencdo de hibridos estaveis, surgindo como uma alternativa para a producao
sustentavel da cultura, com menor impacto ao meio ambiente, tendo em vista a
reducado do uso de fungicidas, contribuindo ainda com a qualidade dos frutos, visto
que residuos de agrotéxicos podem acarretar males a saude quando consumidos
em grande quantidade (Nunes e Ribeiro, 1999) além de ser obstaculo a exportacao
do maméo (Oliveira et al., 1994).

3.1.6 CONCLUSOES

De acordo com o resultado da analise molecular realizada no presente
estudo, o genétipo hermafrodita identificado na progénie dioica M3 resistente a
mancha-do-phoma e a pinta-preta ndo consiste em uma mutacdo ou reversao
sexual natural, evidenciando-se uma provavel contaminagao de pélen ou mistura

de sementes.
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3.2 AVALIACAO MORFOAGRONOMICA E DE RESISTENCIA A PINTA-PRETA
E MANCHA-DE-PHOMA EM GENOTIPO HERMAFRODITA M3

3.2.1 INTRODUCAO

O mamoeiro (C. papaya) é uma das fruteiras tropicais de maior importancia
no Brasil. Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor mundial, ficando atras
somente da india (FAO, 2014). De acordo com o anuario brasileiro de fruticultura
(Carvalho et al., 2017), nos ultimos anos houve uma reducado na producédo de varias
fruteiras dentre elas 0 mamoeiro com uma reducéo de 8,7% devido as condicbes
climaticas desfavoraveis, consequentemente, provocando um declinio nas
exportacdes. Além dos fatores econdmicos, existem outras importantes limitagfes
a exportacdo do maméo brasileiro. Do ponto de vista fitossanitario, merece
destaque a incidéncia de doencas na cultura, durante a fase de producéo e na pés-
colheita (Vivas et al., 2013a).

De acordo com Dias et al. (2011), a cultura do mamoeiro baseia-se no cultivo
de um numero reduzido de variedades, resultando em restrita variabilidade
genética, podendo levar & maior vulnerabilidade a doengas, pragas e variacfes
edafoclimaticas, comprometendo a sustentabilidade desse cultivo.

Em mamoeiro, ha relatos de progénies crioulas como fonte de resisténcia a
pinta-preta, causada por Asperisporium caricae (Speg.) Maubl. (Vivas et al., 2012b;
Vivas et al.,, 2013b). Acredita-se que elas também possam contribuir quanto a

resisténcia a outras doencgas, notadamente a mancha-de-phoma, sendo importante
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conhecer a variabilidade existente em tais progénies (Vivas et al., 2014). Foi
relatada a possibilidade de serem obtidos ganhos genéticos, tanto para resisténcia
a mancha-de-phoma (Vivas et al., 2014) quanto a pinta-preta (Vivas et al., 2012b;
Vivas et al., 2013b), destacando as progénies STA-02, STA-04, STA-08, STA-13,
STA-15 e STA-16 como mais promissoras para reducéo da severidade da pinta-
preta em folhas de mamoeiro e para o aumento de folhas sem sintomas de pinta-
preta.

Avaliando a severidade e a incidéncia da mancha-de-phoma em banco de
germoplasma e hibridos de mamoeiro em condi¢des de campo, Vivas et al. (2010a)
observaram variabilidade entre os materiais avaliados, sendo 0s genotipos
'‘Maradol', 'Maradol GL', 'Papaya 46', Tailandia' e 'SH 15-04' que apresentaram
menores severidades a doenca e 0s que apresentaram menores incidéncias foram
‘Maradol', 'Maradol GL', 'Americano’, 'Tailandia' e 'Baixinho de Santa Amalia'.
Contudo, os autores ressaltam que até o momento, nenhum gendtipo foi
identificado com resisténcia total ou imunidade a mancha-de-phoma. Segundo
esses autores, como inexistem variedades resistentes, a pulverizacao de fungicidas
tornou-se a principal medida de controle. Porém, o custo econémico, ambiental e
social atribuido ao uso de agrotéxicos, bem como o surgimento de isolados de
fitopatdgenos resistentes a fungicidas no campo requerem pesquisas na busca de
alternativas de controle de maior sustentabilidade, como o uso de cultivares
geneticamente resistentes (Vivas et al., 2010a).

Deste modo, o desenvolvimento de variedades com boas caracteristicas
agrondmicas, elevada qualidade de frutos e, ainda, com resisténcia a doencas, &
um grande desafio para os melhoristas da cultura, visto que essas caracteristicas
ndo tém sido encontradas em um Unico gendtipo (Dias et al., 2011). Nesse
contexto, o gendtipo hermafrodita M3 provavelmente oriundo de um cruzamento
entre a progénie dioica M3 e o Maradol foi avaliado quanto as caracteristicas
morfoagronémicas e de resisténcia a pinta-preta e mancha-de-phoma em
condicbes de campo, uma vez que este genotipo pode ser interessante, se
constatado superioridade para atributos agronémicos e quanto a resisténcia a tais

doencas.
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3.2.2 REVISAO

3.2.2.1 Ocorréncia de doencas na cultura do mamoeiro

Dentre as principais doengas que acometem o mamoeiro podem ser citadas
0 mosaico ou virus da mancha anelar, antracnose, a mancha-chocolate, pinta-
preta, oidio, meleira e podridao do pé (Rezende e Martins, 2005).

Ao analisar o historico do cultivo do mamoeiro no Brasil, verifica-se que, além
de afetar a rentabilidade e os padr6es comerciais, as doeng¢as causadas por virus
resultaram na migracao da cultura. Segundo Ruggiero et al. (2011), a ocorréncia
endémica de uma doenga virética, denominada “mosaico do mamoeiro” em 1967,
na regido de Monte Alto-SP, provocou a migracao da cultura para outras regides
agricolas de Sao Paulo até o seu completo desaparecimento do Estado. Segundo
esses autores, a partir de 1975/76 a cultura migrou para outras regides do Pais
como o nordeste do Para, extremo sul da Bahia e norte do Espirito Santo.

Atualmente a maior producédo de mamao no Brasil se concentra nos estados
da Bahia e norte do Espirito Santo. No entanto, verifica-se uma limitacdo quando
se trata da exportacdo dos frutos, isso em funcdo da ocorréncia de doencas,
sobretudo as que ocorrem em pés-colheita. A podriddo-peduncular é causada por
um complexo de fungos, (Alvarez e Nishijima, 1987; Rezende e Francelli, 1997),
encontrando-se relatos de 100% de incidéncia de podriddo-peduncular em frutos
apos a colheita, quando na auséncia de medidas de controle (Liberato e Costa,
1997).

Considerada a segunda doenca mais importante em pos-colheita no Brasil,
a mancha-de-phoma (Rezende e Francelli, 1997) mostra-se de dificil controle nas
areas comerciais da Empresa Caliman Agricola S/A, no municipio de Linhares,
Espirito Santo (Vivas et al., 2010a).

Dessa forma torna-se imprescindivel o controle dessa doenca nas folhas,
visando a reducéo da incidéncia de podriddo peduncular em pés-colheita (Vivas et
al., 2010a). Além da mancha-de-phoma, outra doenca fungica de ocorréncia em
folhas e frutos e dificil controle é a pinta-preta (Vivas, 2009), responsavel pelo
depreciamento comercial dos frutos ainda verdes (Rezende e Martins, 2005).

Epocas de chuva e alta umidade favorecem ainda mais o aparecimento das lesées
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em folhas e frutos (Manica, 1982; Luna, 1986), contribuindo para a dispersao da
doenca.

Para o incremento da producdo e exportacdo, a cultura do mamoeiro
necessita superar esses problemas fitossanitarios, uma vez que 0s niveis de
incidéncia e severidade sdo frequentemente tdo altos que o controle das doencas
é imprescindivel para obter producdes rentaveis e aceitaveis pelo mercado (Suzuki
et al., 2007).

Conforme Moraes (2007), as doencas podem ser quantificadas por métodos
diretos de avaliagdo dos sintomas e sinais, como a incidéncia e severidade. A
intensidade é o método quantitativo mais comum de medicdo de doenca, sendo
obtido pela contagem de plantas doentes ou érgdos doentes, através do numero
elou porcentagem (frequéncia) de folhas, foliolos, frutos, ramos infectados, sem
levar em consideracdo a quantidade de doenca em cada planta ou 6rgdo,
individualmente. Por outro lado, a severidade € um método que procura determinar
a porcentagem da area de tecido doente (sintomas e/ou sinais visiveis), através da
medicao direta da area afetada, com medidores de area em computador ou néo,
chaves descritivas, diagraméticas, medicdo automatica e sensores remotos.

Considerando a inexisténcia de métodos padronizados, para quantificacdo
da severidade de pinta-preta em frutos de mamoeiro, Vivas et al. (2010b)
elaboraram e validaram uma escala diagramatica com os niveis de severidade: 0,1,
0,3;0,6; 1,2; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0%, objetivando a padronizacéo das avaliagdes da
severidade da pinta-preta em frutos de mamoeiro. A escala diagramatica proposta,
auxiliou nas estimativas da doenca, com bons niveis de acuracia e precisdo. Além
de ser uma escala de facil utilizacdo, ela pode ser aplicada a varias situacoes:
levantamentos de campo, estudos de progresso e disseminacdo da doenca,
resisténcia quantitativa de germoplasmas de mamoeiro e estudos de controle da
doenca nos frutos em pré e pés-colheita (Vivas et al., 2010b). Além da utilizac&do na
cultura do mamoeiro as escalas tém se mostrando eficientes na avaliacao de lesdes
em doencas do algodoeiro (Araujo et al., 2004), batata (Zachmann,1982) e café
(Costa et al., 1978).

3.2.2.2 Pinta-preta [Asperisporium caricae (Speg.) Maubl.]

A Pinta-preta, cujo agente causador € Asperisporium caricae (Speg.) Maubl.,
pode infectar tanto as folhas como os frutos. De acordo com Santos Filho et al.



33

(2007), nas folhas, geralmente nas mais velhas, aparecem na face superior,
pequenas lesbes mais ou menos circulares, de colora¢do pardo-claro com um halo
amarelado (Figura 1A) enquanto face inferior das folhas, uma massa escura
formada por esporos do fungo pode ser observada no local correspondente a leséo
(Figura 1B).

Fotos: Nilton Fritzons Sanches

Figura 1. LesOes de pinta preta na parte superior (A) e na face inferior (B) de folha
de mamoeiro (Santos Filho et al., 2007).

Ainda conforme Santos Filho et al. (2007) nos frutos, os sintomas iniciam-se
quando eles estdo ainda pequenos e verdes e apresentam areas com lesfes
circulares de aspecto encharcado, em cujo centro notam-se pontos
esbranquicados, 0s quais posteriormente tornam-se pardacentos e salientes
(Figura 2). Com o desenvolvimento dos frutos, as lesfes tornam-se maiores e mais
escuras (Figura 3).

Embora as lesbes néo atinjam a polpa do fruto, causando na parte afetada
apenas um endurecimento da casca, tais sintomas desvalorizam o produto para o
comeércio (Rezende e Francelli, 1997). A doenca € muito difundida na cultura do
mamoeiro e segundo Liberato et al. (2007), pode ser encontrada na Africa (Africa
do Sul, Quénia, Tanzania, Zimbabue), Oceania (Australia, llhas Salomao), América
do Norte (Canada, México, Estados Unidos da América, Jamaica, Flérida, Porto
Rico) América Central (Cuba, El Salvador), América do Sul (Argentina, Brasil,

Colémbia, Peru e Venezuela) e Asia (india, Jap&o, Sri Lanka).
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Foto: Nilton Fritzons Sanches

Figura 2. Les&o nova de pinta preta com poucas pontuacdes de coloragdo marrom
em frutos de mamoeiro (Santos Filho et al., 2007).

Foto: Antonio Alberto Rocha

Figura 3. Lesdes de pinta preta em frutos de mamoeiro (Santos Filho et al., 2007).

Acredita-se, que a pinta-preta assim como outras doencas flungicas pode ter
o desenvolvimento afetado devido ao efeito dos fatores climaticos que atuam
durante o progresso dessas doencas. Nesse sentido, Suzuki et al. (2007) avaliaram
o progresso de doencas fungicas do mamoeiro e os efeitos dos fatores climéaticos,
identificando para a pinta-preta condi¢cbes favoraveis ao desenvolvimento de
epidemias em temperatura variando de 25° C a 30° C e umidade relativa variando
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de 80 % a 100 %, o pico da intensidade da doenca ocorreu entre os meses de
novembro a marco. Segundo Zambolim et al. (2006), a severidade da pinta-preta
do mamoeiro esta diretamente relacionada com o periodo de chuvas, por iSso 0

controle da doenca deve ser iniciado nessa época.

A principal forma de controle da pinta-preta no mamoeiro baseia-se,
sobretudo, na aplicacdo de fungicidas (Rezende e Martins, 2005). Uma alternativa
ao controle quimico é a utilizacdo da resisténcia genética (Dianese et al., 2007,
Vivas et al., 2012b, Vivas et al., 2013b, Vivas et al., 2013c).

3.2.2.3 Mancha-de-phoma [Stagonosporopsis caricae (Sydow & P.
Sydow)]

Na fase de producéo verifica-se nas folhas do mamoeiro a ocorréncia da
mancha-de-phoma, ocasionada por Stagonosporopsis caricae (Sydow & P. Sydow)
Aveskamp, Gruyter & Verkley [=Phoma caricae-papayae (Tar) Punith.] (Aveskamp,
et al., 2010) um fungo bastante difundido em regides tropicais (Hine et al., 1965;
Hunter e Budderhagen, 1972).

Os sintomas aparecem primeiramente na forma de manchas claras na
superficie inferior (Figura 4) e depois tornam-se aparentes também na superficie
superior, concentrando-se préoximo a margem da folha. As pequenas manchas
tornam-se necroticas, crescem e podem atingir 4 cm de didametro (Liberato e
Zambolim, 2002).

Vivas et al. (2010a) relatam que este fungo tem se mostrado de dificil
controle em areas comerciais do municipio de Linhares, Espirito Santo. Conforme
0S autores, nesta regido a doenca tem ocorrido nas folhas, aumentando o potencial
de inéculo em campo, ja que as folhas senescentes de mamoeiro podem servir
como fonte de in6culo de S. caricae (=P. caricae-papayae) para os frutos.
Epidemias durante o crescimento vegetativo e na fase de frutificacdo geram indculo
gue passa das folhas para os frutos, gerando a incidéncia da podridao peduncular

em pos-colheita (Vivas et al., 2013a).
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Figura 4. LesGes de mancha-de-phoma em folhas de mamoeiro (Carlos Eduardo
Pessanha da Silva Terra, dados nao publicados).

As doencas poés-colheita sdo um dos principais fatores limitantes a
exportacdo de mamao, especialmente a antracnose causada por Colletotrichum
gloeosporioides Penz. e a podriddo peduncular, causada por diversos fungos
(Alvarez e Nishijima, 1987) principalmente por Colletotrichum gloeosporioides e
Stagonosporopsis caricae (Sydow & P. Sydow) Aveskamp, Gruyter & Verkley
[=Phoma caricae-papayae (Tar) Punith.] (Liberato e Tatagiba, 2001; Rezende e
Martins, 2005; Aveskamp et al., 2010). Na auséncia de medidas de controle, a
incidéncia de S. caricae pode chegar a 91% de antracnose e 100% de podridao
peduncular em frutos apds a colheita (Liberato e Costa, 1997).

Controlar a epidemia da mancha-de-phoma nas folhas reduz a incidéncia de
podriddo peduncular nos frutos em pds-colheita como ja relatado por Suzuki et al.
(2007). Os autores observaram reducdo de até 24% na incidéncia de podridao-
peduncular, quando foi efetuada a sanitizacdo, que consiste na remoc¢ao das folhas
senescentes e doentes durante a frutificacdo. Além da sanitizacdo, outra medida
de controle alternativo ao quimico consiste no plantio de variedades resistentes
(Vivas et al., 2013a) a selecdo de materiais genéticos resistentes mancha-de-
phoma, uma estratégia promissora para o controle desta doenca (Vivas et al., 2014)
uma vez que trabalhos anteriores comprovam a existéncia de variabilidade genética
(Vivas et al., 2010a).
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3.2.2.4 Melhoramento do mamoeiro voltado a resisténcia a pinta-
preta e mancha-de-phoma

Segundo Michereff (2001), trés etapas basicas devem ser consideradas
em qualquer programa de obtencdo e utilizagdo de variedades resistentes: 1)
Identificar fontes de resisténcia, ou seja, identificar no germoplasma genaétipos que
possuam genes de resisténcia; 2) Incorporar estes genes em cultivares comerciais
por meio dos métodos de melhoramento; 3) Apds a obtencdo de um cultivar
resistente, tracar a melhor estratégia para que a resisténcia seja duravel face a
natureza dinamica das populagdes patogénicas.

Vérios trabalhos voltados a resisténcia a pinta-preta e mancha-de-phoma
tém sido desenvolvidos no programa de melhoramento do mamoeiro da
UENF/Caliman dentre eles os de Vivas et al. (2010a), Vivas et al. (2010b), Vivas et
al. (2011), Vivas et al. (2012a), Vivas et al. (2012b) Vivas et al. (2013a), Vivas et al.
(2013b), Vivas et al. (2013c) Vivas et al. (2014), Vivas et al. (2015) e Poltronieri, et
al. (2017).

Apesar da inexisténcia na cultura do mamoeiro de variedades resistentes a
essa doencga, no entanto, ha relatos de variabilidade entre materiais do banco de
germoplasma da UENF/CALIMAN e hibridos de mamoeiro para a resisténcia a
mancha-de-phoma (Vivas et al., 2010a). Estes estudos apontaram genétipos
promissores para a obtencdo de cultivares como maiores niveis de resisténcia a
mancha-de-phoma (Tabela 1).

Para ampliacdo da base genética do mamoeiro pode se utilizar variedades
crioulas, Vivas et al. (2012b) avaliaram 24 progénies de mamoeiro oriundas de
genatipos crioulos, cultivados por pequenos agricultores no sul do Estado do
Espirito Santo quanto a caracteristicas associadas a resisténcia a pinta-preta
constatando que havia variabilidade genética suficiente para indicar a selecao
recorrente como método de melhoramento. Segundo Vivas et al. (2014) quando
avaliado o potencial genético de contribuicdo na resisténcia & mancha-de-phoma
das 24 progénies, observou-se que STA-02 (2), STA-02 (5), STA-02 (6), STA-04
(5), STA-05 (5),STA-06 (6), STA-07 (5), STA-11 (5), STA-12 (1), STA-22 (3), STA-
22 (4) e STA-23 (2) apresentaram-se como promissores, pois mostraram valores
adequados tanto para incidéncia de folhas com sintoma de mancha-de-phoma

quanto para severidade de mancha-de-phoma em folhas, considerando-se as
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estimativas dos efeitos genéticos aditivos preditos, para incidéncia de folha com
sintoma de mancha-de-phoma e severidade de mancha-de-phoma em folha de
mamoeiro, para os 20 melhores individuos dentro de progénies e seus respectivos

blocos.

Tabela 1. Médias de incidéncia e severidade de mancha-de-phoma em folhas de
genodtipos de mamoeiro pertencentes a colecdo de germoplasma da
UENF/CALIMAN, avaliadas por Viva et al. (2010a) Linhares ES, no ano de 2007.

Gendtipos (Germoplasma) Incidéncia Severidade

‘Maradol’ 30,876 E 0,842 B
‘Maradol GL’ 50,681 D 1,384 B
‘Americano’ 50,797 D 5,400 B
‘Tailandia’ 59,751 C 2,592 B
‘Baixinho de Santa Amalia’ 61,244 C 4,450 B
‘JS 12’ 62,428 C 3,888 B
‘Waimanalo’ 62,941 C 6,363 B
‘Sekati’ 63,524 C 4,444 B

Acredita-se que a caracteristica que confere resisténcia a mancha-de-phoma
apresenta heranca poligénica e genes agindo de forma independente (Vivas et al.,
2013a). Os autores propdem ainda a possibilidade de se explorar heterose para
maior durabilidade do tipo de resisténcia que se pretende buscar, mas ressaltam
gue isso ndo impede que a populacdo do patégeno possa se adaptar ao novo
gendtipo ao longo do tempo, no caso de um plantio extenso e intensivo de um
determinado hibrido. Assim, novos estudos deverdo ser conduzidos no sentido de
se estudar a heranca da resisténcia dos hibridos mais promissores, bem como, a
variabilidade do patégeno quanto a viruléncia, se encontrado efeito raca cultivar ou
interacdo significativa entre gendtipo isolado em estudos de inoculacdo sob
condicdo controlada, novas combinacdes hibridas e outras fontes de resisténcia
deveréo integrar o programa de melhoramento. (Vivas et al., 2013a).

Em relacdo a heranca da resisténcia do mamoeiro a pinta-preta, Vivas et al
(2013c) observaram a existéncia de pelo menos um gene ou bloco génico com
dominancia para severidade de pinta-preta em folha e fruto. Os efeitos génicos

aditivos e nao aditivos foram igualmente importantes, tanto para severidade de
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pinta-preta em folha quanto para severidade em fruto, constatando-se efeito de
dominancia completa para severidade de pinta-preta em folha e em fruto.

3. 2. 3 MATERIAL E METODOS

3. 2.3.1 Instalacéo e localizacdo do experimento

As avaliacbes das caracteristicas morfoagrondmicas, da incidéncia e
severidade da pinta-preta e da mancha-de-phoma, foram realizadas na empresa
Caliman Agricola S.A, localizada no municipio de Linhares, no Estado do Espirito
Santo. Sua localizagdo geografica esta entre os paralelos 19° 06’-19° 18’ de
Latitude Sul e entre os meridianos 39° 45°-40° 19’ Oeste.

Para isso, foram semeados 6 tratamentos (hermafrodita M3; progénie dioica
M3; ‘Golden’ (testemunha de suscetibilidade); Maradol (testemunha para
resisténcia); ‘Calimosa’ e SS-7212. Para avaliacao dos tratamentos, foi utilizado um
delineamento experimental em blocos casualizados com 10 repeticbes e duas
plantas por parcela, totalizando 120 plantas distribuidas em um espacamento de
3,6 m entre fileira e de 1,5 m entre plantas na fileira, totalizando 648 m?. O esquema
de plantio foi de trés mudas por cova e apoés trés meses do plantio realizou-se a
sexagem nas parcelas, mantendo por cova uma planta hermafrodita ou uma

feminina (para as variedades dioicas).
3. 2.3.2 Caracteristicas morfoagrondémicas

As 15 caracteristicas morfoagronémicas avaliadas nesse estudo foram
mensuradas em margo e junho de 2017, na empresa Caliman Agricola S.A,
localizada no municipio de Linhares, no Estado do Espirito Santo.

A técnica de fenotipagem digital descrita por Cortes et al. (2017) auxiliou na
obtencdo das mensuragcbes, na analise e avaliagdo das caracteristicas
morfoagrondmicas: diametro do caule (DC), altura da planta (AP), altura da
insercao do primeiro fruto (AIPF), o numero de frutos comerciais (NFC), o numero
de frutos deformados (NFD), n6s sem fruto (NSF), numero de frutos totais (NFT),

comprimento do fruto (CF), diametro do fruto (DF) e espessura da polpa (EP).
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Para captura das imagens em campo foi utilizada uma camera digital Sony
DSCHX 300, utilizando duas fotografias completas por planta, as imagens obtidas
no campo foram analisadas em laboratério com ajuda do software ImageJ v1.50c
para mensuracao das caracteristicas avaliadas. Para facilitar a identificacdo das
plantas no processo de analise e processamento das imagens cada planta foi
identificada com uma etiqueta fixada no solo préximo a planta, contendo
informacdes como repeticdo e tratamento e planta. Além disso, um cilindro
contendo duas faixas de 20 cm, pintadas nas cores branca e preta, foi fixado no
solo proximo ao caule das plantas avaliadas, essa escala de medida conhecida
serviu de referéncia para o software, indicando que naquela distancia, em pixel,
existe uma distancia de 20 cm possibilitando a realizacdo das mensuracfes de
qualquer parte da planta.

Foram analisadas em cada planta as caracteristicas: DC, AP, AIPF, NFC,
NFD, NSF e NFT mensuradas em programa via imagem digital, utilizando o
Software ImageJ. Para cada parcela foram colhidos cinco frutos. Cada fruto
avaliado foi cortado em duas faces iguais, no sentido transversal, uma face foi
utilizada para analise das caracteristicas avaliadas manualmente (FP, FF, PMF e
TSS) e a outra face do fruto foi scaneada em um scanner modelo BENQ 5000 para
captura da imagem e a partir desta obter as mensuracoées digitais (CF, DF e EP).

O PMF foi mensurado com o auxilio de balanca analitica e expressa em
gramas; a producédo (PROD) foi obtida pela multiplicacdo do NFC pelo PMF (na
progénie dioica M3 ndo foram computados frutos femininos, por ndo atenderem o
padrao de formato de fruto comercialmente aceitos); teor de sélidos soltveis (TSS)
obtido de uma amostra da polpa da regido mediana de cinco frutos na parcela por
meio de suco extraido por prensa, utilizando um refratbmetro portatil Atago N1.
Para andlise da firmeza do fruto (FF) e firmeza da polpa (FP) foi avaliada a
resisténcia a penetracdo, utilizando-se de um Penetrdmetro digital de Bancada
(Fruit Pressure Tester, Italy, Modelo 53205) com adaptador de 3,0 x 3,0 cm (altura
x didmetro). Para a FF foram realizadas perfuracdes em trés pontos equidistantes
na regido equatorial de cinco frutos na parcela e a FP foi mensurada a partir da
perfuracdo de trés pontos equidistantes na polpa de cinco frutos da parcela. O CF
e DF foram mensurados através dos parametros major e minor fornecidos pelo
software ImageJ v1.50c. Ja a EP foi obtida através da média de dois pontos na

polpa de cinco frutos, via imagem digital.
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3. 2.3.3 Avaliagdes relativas a ocorréncia de doencas

Foram realizadas trés avaliagdes da incidéncia da mancha-de-phoma em
folhas (IMPFO), severidade da mancha-de-phoma em folhas (SMPFO), incidéncia
de pinta-preta em folhas (IPPFO) e incidéncia pinta-preta em frutos (IPPFR), sendo
a primeira no dia 30 de marco, a segunda dia 20 de junho e a terceira no dia 20 de
setembro de 2017. Os dados da incidéncia de folhas com sintomas da mancha-de-
phoma e pinta-preta foram obtidos em porcentagem pela relacdo entre o nimero
de folhas com sintomas pelo numero total de folhas.

A severidade da mancha-de-phoma em folhas (SMPFO) de mamoeiro foi
estimada, utilizando escala diagramatica adotada por Vivas et al. (2010a),
avaliando a folha disposta imediatamente abaixo da folha com a primeira flor aberta.
Ja a severidade de pinta-preta em folha (SPPFO), foi avaliada na folha com a
primeira flor aberta, estimada com auxilio de escala diagramatica adotada por Vivas
et al. (2011).

A severidade de pinta-preta no fruto (SPPFR) foi obtida com auxilio de escala
diagramatica proposta por Vivas et al. (2010b) avaliada no fruto em estagio zero de

maturacado, seguindo a escala de cores FrutiSéries (2000).

3. 2.3.4 Analise Estatistica das caracteristicas morfoagronémicas e

de resisténcia

Para avaliacdo das caracteristicas morfoagronémicas e de resisténcia a
pinta-preta e mancha-de-phoma foram realizadas analises de Variancia utilizando-
se o Programa GENES (Cruz, 2013) e testes de comparacdo de médias dos
gendtipos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.2.3.4.1 Andlise de Variancia

3. 2.3.4.2 Analise de Variancia das caracteristicas morfoagromicas

Para avaliagcdo das caracteristicas morfoagronémicas foi realizada analise
de variancia conjunta considerando a média e somatorio das épocas, obedecendo
ao seguinte modelo estatistico em blocos casualizados:

Yik= U + ti +bj+ Ej
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Onde; Yik é o valor observado, referente a k-ésima planta do i-ésimo
genotipo na j-ésima repeticdo; 4 = constante geral; ti = o efeito fixo do i-ésimo
genotipo; bij = o efeito da j-ésima repeticéo; £ = 0 erro experimental associado a
observacao.

Apenas as caracteristicas NFD, NFC, NSF e PROD foram submetidas a uma

transformacéo do tipo V (x +0,5) para atender os pressupostos da normalidade dos

dados.
3.2.3.4.3 Anédlise de Variancia das caracteristicas de resisténcia

Inicialmente foram realizadas andlises de variancia conjuntas segundo o
modelo estatistico descrito abaixo:

Yik= W + i +Bj+(TT1B)ij+Yk+ (By)ik + Eijk

Onde, yik = valor observado na subparcela k, da parcela j e repeticao i; p=
média geral; i = blocos (A); Bj= fator da parcela principal (B); (171B) ij= erro da
parcela principal — E(A); Yk= fator da subparcela (C); (By)ik= interagdo BxC; Eix=
erro da subparcela — E(B).

Quando constatado efeito significativo para a interacdo gendtipo x época
conduziu-se as analises individuais para cada época. As analises de variancia
individuais foram efetuadas, obedecendo ao modelo para blocos casualizados
utilizado na avaliacdo das caracteristicas morfoagromicas conforme descrito
anteriormente. Todas as caracteristicas foram submetidas a uma transformacao do

tipo  (x +0,5) para prosseguir com a andlise de variancia.

3.2.3.5 Estimacao dos parametros genéticos e experimentais

Foram estimados o0s parametros genéticos para cada uma das
caracteristicas.

Coeficiente de variagao experimental:

100V 02
CVe ) = ( )?0-)

Coeficiente de variacdo genético:

100V 032

CVy ) = (T)

Coeficiente de determinag&o genotipico:
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62
H? = (=)
Of
indice de variacao:

(4%
Vg o = (£2) x 100
3.2.3.6 Estimacéo da diversidade genética

Foi estimada a distancia de Mahalanobis a partir das caracteristicas
morfoagrondémicas (AIPF, AP, DC, NFT, NFD, NFC, NSF, PROD, PMF, CF, DF, FF,
FP, EP e TSS), das caracteristicas relacionadas a resisténcia a doencas (SPPFR,
IPPF, SPPFO, IPPFO, SMPFO e IMPFO) e todas as caracteristicas em conjunto.
Posteriormente, foi realizado o agrupamento dos genétipos pelo método
Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average (UPGMA). A
consisténcia dos agrupamentos foi determinada pelo coeficiente de correlacdo
cofenética (CCC), o valor da correlagdo entre as duas matrizes foi testado pela
aplicacao do teste de aleatorizacdo de Mantel (1967) com 1000 reamostragens,
considerando o nivel de 5% de significAncia. As analises foram realizadas
utilizando-se os softwares Genes (Cruz, 2013) e R (Development Core Team,
2011).

Os gendtipos foram avaliados quanto a diversidade genética para verificar o
agrupamento em relacdo as caracteristicas morfoagrondémicas, a incidéncia e
severidade de pinta-preta e mancha-de-phoma e quanto as caracteristicas

morfoagronémicas e doengcas em conjunto.

3. 2.4 RESULTADOS

3. 2.4.1 Variaveis morfoagronémicas
3.2.4.1.2 Analise de Variancia e parametros genéticos

Houve diferenca significativa pelo teste F ao nivel de 1% de probabilidade
para 0s genoétipos em todas as 15 variaveis avaliadas, indicando existéncia de

variabilidade genética entre os individuos (Tabela 2).
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O coeficiente de variagdo experimental (CVe), para a maioria das
caracteristicas, situou-se abaixo de 20%, indicando boa precisdo experimental
(Tabela 2).

Quanto ao indice de variacdo (Tabela 2), dez das 15 caracteristicas
avaliadas apresentaram |V maior do que a unidade (AP, NFD, NFC, NSF, PROD,
PMF, CF, DF, FF e EP) trés préximos a unidade (DC, NFT e TSS) e duas
caracteristicas apresentaram IV inferior a unidade (AIPF e FP).

Em relacdo ao coeficiente de determinacdo genotipico (H?), todas as
caracteristicas apresentaram valores superiores a 80%, exceto as caracteristicas
AIPF e FP com coeficiente de determinacdo genotipico igual a 74,18% e 76,32%

respectivamente (Tabela2).



Tabela 2. Resumo da analise de variancia conjunta para 15 caracteristicas morfoagronémicas avaliadas em seis genotipos de C.
papaya. Valores dos quadrados meédios dos tratamentos e suas respectivas significancias, meédias, coeficiente de variacao
experimental, coeficiente de variacao genético, indice de variacdo e coeficiente de determinacéo genotipico. Linhares, ES, 2017.

Quadrados médios

FV GL AIPF AP DC NFT? NFD?! NFC?! NSF PROD!
Blocos 9 1797,65 2090,21 18,61 3,97 1,05 4,33 164,92 4,65
Tratamentos 5 899,00** 4799,74** 10,58** 23,47** 8,47** 94,99** 200,94** 88,64**
Residuo 45 232,09 355,85 1,01 2,16 0,51 1,55 15,92 2,13
Média 87,79 205,77 11,27 7,62 2,65 6,12 22,29 5,48
CVe 17,35 9,17 8,92 19,31 27,20 19,95 17,90 26,62
CVgqg 9,30 10,24 8,68 19,16 33,68 48,99 19,30 53,66
v 0,54 1,12 0,97 0,99 1,24 2,46 1,08 2,01
H?2 74,18 92,59 90,44 90,78 93,88 98,37 92,07 97,60

AIPF: altura de insercao do primeiro fruto (cm).; AP: altura da planta (cm).; DC: didmetro do caule (mm).; NFT: nimero de frutos totais (un).; NFD: numero de
frutos deformados (un).; NFC: numero de frutos comerciais (un).; NSF: nés sem fruto (un).; PROD: producao (kg/planta).; ** Significativo a 1% de probabilidade,
pelo teste F.; (1) NFT, (1) NFD, (1) NFC e PROD: (x+0,5).; CVe: coeficiente de variagédo experimental.; CVy: coeficiente de variagéo genético.; IV: indice de

variagdo.; H2: coeficiente de determinagdo genotipico.

1%



Tabela 2. Cont.

Quadrados médios

FV GL PMF CF DF FF FP EP SST
Blocos 9 412935,52 13,95 1,77 468,46 270,51 0,51 2,13
Tratamentos 5 6392829,59** 416,15** 36,49** 923,6144** 789,07** 3,80** 5,84**
Residuo 45 70402,01 2,59 0,26 26,76 186,85 0,16 0,61
Média 1059,23 17,75 9,41 116,67 92,82 3,29 9,59
CVe (%) 25,05 9,08 5,52 4,43 14,73 12,18 8,15
CVgqg 75,07 36,23 20,23 8,12 8,36 18,36 7,54
v 3,00 3,99 3,67 1,83 0,57 151 0,93
H?2 98,90 99,38 99,26 97,10 76,32 95,78 89,54

PMF: peso médio de fruto (g); CF: comprimento do fruto (mm).; DF: diametro do fruto (mm).; FF: firmeza do fruto (N).; FP: firmeza da polpa (N).; EP: espessura
da polpa (cm).; SST: teor de solidos soluveis (°Brix).; ** : Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.; CVe: coeficiente de variagdo experimental.; CVq:
coeficiente de variacdo genético.; IV: Indice de variagado.; H2: coeficiente de determinagéo genotipico.

o
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3.2.4.1.3 Comparacdes de meédias

Considerando as caracteristicas (NFC, PMF, PROD, FF, FP e TSS) de
produtividade e qualidade de frutos, portanto, de enorme importancia para a cultura,
pode ser observado na tabela 3, que o genétipo hermafrodita M3 apresentou NFC
superior ao hibrido Calimosa e inferior as testemunhas ‘Golden’ e Sunrise solo
72/12, contudo, nédo diferiu estatisticamente desses genotipos.

Em relacdo ao PMF, o gendtipo hermafrodita M3 foi estatisticamente igual
ao gendtipo Calimosa e a progénie dioica M3, apresentando superioridade em

relacdo as testemunhas ‘Golden’ e Sunrise solo 72/12.

Tabela 3. Médias para seis caracteristicas de maior importancia econdmica,
avaliadas em seis genétipos de mamoeiro, com suas respectivas diferencas
minimas significativas (DMS), Linhares, ES, 2017.

Caracteristicas

Tipo de

Tratamentos ~ NFC PMF PROD FF FP TSS
populacao

‘Golden’ Sn 71,93a 358,41c  2550bc 102,26c 79,03b  9,51a
Calimosa Fr 4219bc  1181,36b  48,98ab 121,72ab 97,77a  10,36a
Progénie So od 846,34b  Oc 128,42a 101,55a 10,19a
dioica M3

Maradol Sn 28,09¢ 2517,31a 6524a 118,31b 9504ab  8,24b
'l\"/l%rmafmd'ta Fa 60,93ab  1111,27b  67,25a 120,99ab 98,70a  9,38a
?g/”lr;e solo Sn 85.97a 340,68¢ 28.91bc 108,34c  84,82ab 9,88a
Média 48,18 105923 31,89 116,67 92,82 9,59
DMS (0,05) 29,05 352,96 2898 6,88 18,18 1,04

NFC: nimero de frutos comerciais (un.); PMF: peso médio de frutos (g); PROD: produgéo por planta
(kg).; FF: Firmeza do fruto (N).; FP: firmeza da polpa (N).; TSS: teor de sélidos sollveis. *Na mesma
coluna, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Em termos de produgéo, o genotipo hermafrodita M3 n&o diferiu do Calimosa
e do Maradol compondo o grupo mais produtivo. Para a FF, o genotipo hermafrodita
M3 apresentou desempenho semelhante ao Calimosa, Progénie dioica M3 e
Maradol. Quanto a FP o gendétipo hermafrodita M3 diferiu estatisticamente apenas
da testemunha ‘Golden’ que apresentou o menor valor de firmeza da polpa.
Verifica-se que o gendtipo hermafrodita M3 apresentou superioridade em relagéo
as testemunhas ‘Golden’ e Sunrise solo 72/12 quanto a FP, FF, PMF e PROD e ao
Calimosa para PROD e FP.
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Com relacdo ao teor de solidos soluveis, cinco genoétipos ndo diferiram
significativamente quanto a este carater, com valores entre 9,38 e 10,36 °Brix,

enguanto o genodtipo Maradol apresentou a menor média (8.24 °Brix).

3. 2.4.2 Variaveis de incidéncia e severidade de pinta-preta em frutos e

folhas e incidéncia e severidade de mancha-de-phoma em folhas

3.2.4.2.1 Andlise de Variancia e dos parametros genéticos e

experimentais

Foi constatado na andlise de variancia conjunta efeito significativo para a
interagcdo genotipo x época, por isso foram realizadas as andlises individuais para
cada época.

Na primeira época (avaliacdes realizadas em marco), houve diferenca
significativa pelo teste F ao nivel de 1% de probabilidade para os genétipos em
todas as seis variaveis avaliadas. Na segunda época (avaliacdes realizadas em
junho), houve diferenca significativa pelo teste F ao nivel de 1% para as
caracteristicas SPPFR, IPPFR, SPPFO e SMPFO e diferenca significativa pelo
teste F ao nivel de 5% de probabilidade para IPPFO. Para a IMPFO nao foi
apresentada diferenca significativa entre os genétipos. Ja& na terceira época
(setembro), apenas a IPPFO ndo apresentou diferenca significativa entre os
genotipos. As demais caracteristicas foram significativas pelo teste F ao nivel de
1% de probabilidade (Tabela 4).

O coeficiente de variagdo experimental (CVe) para a maioria das
caracteristicas situou-se abaixo de 20%, indicando boa precisdo experimental
(Tabela 4). Considerando as estimativas do coeficiente de determinacdo genotipico
e o indice de variacéo (Tabela 4), observa-se o primeiro variando de 39,73 (IMPFO)
a 96,05 (IPPFO), enquanto que o segundo variou de 0,26 (IMPFO) a 1,56 (IPPFO).



Tabela 4. Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas SPPFR, IPPFR, SPPFO, IPPFO, SMPFO e IMPFO avaliadas em
seis genotipos de C. papaya em marco, junho e setembro, Linhares, ES, 2017.

Quadrados médios

Epoca 1 (Marco)

FV GL SPPFR IPPFR SPPFO IPPFO SMPFO IMPFO

Blocos 9 0,0015 5,4494 0,0029 3,7460 13,4079 5,6772

Tratamentos 5 0,0039** 12,1156** 0,0070** 3,3347** 14,7327** 6,4415**

Residuo 45 00,0003 1,5884 0,0014 0,1318 1,0698 0,3231

Média 0,72 2,42 0,75 4,84 2,65 7,35

CVe (%) 2,28 52,04 4,99 7,50 39,09 7,74

CVyq 2,63 42,37 3,19 11,70 44,18 10,65

v 1,15 0,81 0,64 1,56 1,13 1,38

H? 92,98 86,89 80,31 96,05 92,74 94,98

Epoca 2 (Junho)

FV GL SPPFR IPPFR SPPFO IPPFO SMPFO IMPFO

Blocos 9 1,1751 1,3998 0,0143 0,3931 0,2999 0,1966

Tratamentos 5 3,1527** 16,4005** 0,0361** 0,2186* 1,7310** 0,1860"

Residuo 45 0,2196 0,6565 0,0035 0,0891 0,0884 0,1121

Média 1,26 5,07 0,81 9,77 1,87 9,65

CVe (%) 37,19 15,98 7,32 3,06 15,91 3,47

CVq 42,97 24,74 7,09 1,16 21,69 0,89

Iv 1,16 1,55 0,97 0,38 1,36 0,26

H? 93,03 96,00 90,35 59,24 94,89 39,73
Epoca 3 (Setembro)

FV GL SPPFR IPPFR SPPFO IPPFO SMPFO IMPFO
Blocos 9 0,9438 0,3617 0,0314 0,0371 0,5065 0,1428
Tratamentos 5 1,5325** 0,3352** 0,0801** 0,1372n 1,5613** 0,2180**
Residuo 45 0,1135 0,1237 0,0115 0,0634 0,0801 0,0569
Média 1,65 9,54 0,88 9,50 1,59 9,46
CVe (%) 20,38 3,69 12,15 2,65 17,83 2,52
CVyg 22,78 1,52 9,37 0,90 24,23 1,34
Iv 1,12 0,41 0,77 0,34 1,36 0,53
H2 92,59 63,09 85,60 53,78 94,87 73,91

SPPFR: Severidade de pinta-preta no fruto.; IPPFR: Incidéncia de pinta-preta no fruto.; SPPFO: Severidade de pinta-preta na folha.; IPPFO: Incidéncia de pinta-
preta na folha.; SMPFO: Severidade de mancha-de-phoma na folha.; IMPFO: Incidéncia de mancha-de-phoma na folha.; ** e *: Significativo a 1% e 5% de
probabilidade respectivamente, pelo teste F.; ns: ndo significativo.; CVe: coeficiente de variagdo experimental.; CVg: coeficiente de variagdo genético.; 1V: indice
de variacdo.; H?: coeficiente de determinagéo genotipico.

6v
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3.2.4.2.2 Comparacdes de medias

As médias dos seis genoétipos de mamoeiro para as caracteristicas, SPPFR,
IPPFR, SPPFO, IPPFO, SMPFO e IMPFO foram comparadas pelo teste de Tukey,

a 0,05 de probabilidade para as trés épocas de avaliacdo (Tabela 5).

Tabela 5. Incidéncia de pinta-preta (%), severidade de pinta-preta (%), incidéncia
de mancha-de-phoma (%), severidade de mancha-de-phoma (%), em seis
genotipos de mamoeiro pertencentes ao banco de germoplasma da
UENF/CALIMAN, avaliadas em Linhares ES, no ano de 2017.

Caracteristicas/Epoca
Epoca 1 (Margo)

Tratamentos SPPFR IPPFR SPPFO IPPFO SMPFO IMPFO
‘Golden’ 0,71b 1,44 b 0,79 a 5,23 a 2,87 a 7,60 abc
Calimosa 0,72b 2,18 ab 0,73 b 4,60 b 3,60 a 8,28 a
Prog. dioica M3 0,71b 2,52 ab 0,74 b 557a 0,96 b 7,04 c
Maradol 0,75a 3,64 a 0,72b 4,14 b 1,43 b 5,98d
Hermafrodita M3 0,75a 3,68 a 0,76 ab 4,29 b 2,96 a 7,27 bc
Sunrise 0,71b 1,03 b 0,73 b 519a 4,05 a 7,91 ab
Média 0,73 2,42 0,75 4,84 2,65 7,35
DMS (=0,05) 0,02 1,68 0,05 0,48 1,37 0,76
Epoca 2 (Junho)
Tratamentos SPPFR IPPFR SPPFO IPPFO SMPFO IMPFO
‘Golden’ 0,75c¢c 3,02¢c 0,92a 9,88 a 243 a 9,75 a
Calimosa 1,56 ab 451b 0,78 bc 9,50 a 1,68 b 9,41 a
Prog. dioica M3 2,16a 6,50 a 0,74 c 9,75 a 2,36 a 9,63 a
Maradol 0,94 bc 596 a 0,77 bc 9,89 a 1,48 b 9,75 a
Hermafrodita M3 1,42 b 584 a 0,80 bc 9,74 a 1,67 b 9,61l a
Sunrise 0,72c 4,58 b 0,82b 9,86 a 1,58 b 9,76 a
Média 1,26 5,07 0,81 9,77 1,87 9,65
DMS (t=0,05) 0,62 1,08 0,08 0,40 0,39 0,44
Epoca 3 (Setembro)
Tratamentos SPPFR IPPFR SPPFO IPPFO SMPFO IMPFO
‘Golden’ 1,55 be 9,34 b 1,05a 9,43 a 2,19a 9,48 ab
Calimosa 1,62 bc 9,45 ab 0,83b 9,49 a 1,48 bc 9,52 a
Prog. dioica M3 2,38 a 9,87 a 0,87 b 9,61 a 1,29 bc 9,61 a
Maradol 1,23 ¢ 9,52 ab 0,79b 9,68 a 1,13 ¢ 9,48 ab
Hermafrodita M3 1,69b 9,46 ab 0,88b 9,38 a 191 a 9,17 b
Sunrise 1,45 bc 9,61 ab 0,87b 9,44 a 151b 9,50 a
Média 1,65 9,54 0,88 9,51 1,59 9,46
DMS (t=0,05) 0,45 0,47 0,14 0,33 0,38 0,32

SPPFR: Severidade de pinta-preta no fruto; IPPFR: Incidéncia de pinta-preta no fruto; SPPFO:
Severidade de pinta-preta na folha; IPPFO: Incidéncia de pinta-preta na folha; SMPFO: Severidade
de mancha-de-phoma na folha; IMPFO: Incidéncia de mancha-de-phoma na folha.*Na mesma
coluna, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. Dados originais foram transformados de acordo com a férmula: V(x+0,5).
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Considerando a avaliacdo da pinta-preta em fruto, observou-se que, tanto
para a incidéncia quanto para a severidade houve a formacdo de dois grupos
estatisticamente diferentes na época 1 e trés grupos na época 2 enquanto na época
3 houve a formacao de trés grupos para severidade e dois grupos para incidéncia
(Tabela 5). O gendtipo ‘Golden’ foi alocado no grupo com menores valores nas trés
épocas e o gendtipo Maradol apresentou a menor média apenas ha terceira
avaliacdo. Para pinta-preta e mancha-de-phoma em folha, o genoétipo ‘Golden’ se
alocou no grupo com maiores valores, tanto para incidéncia quanto para severidade
nas trés épocas avaliadas.

Na primeira época avaliada (Tabela 5), o hermafrodita M3 ficou alocado no
grupo com maiores valores para a SPPFR, IPPFR e SMPFO, no entanto, o Maradol
também se alocou neste grupo exceto para a SMPFO. Para a SPPFO nao houve
diferenca estatistica do genétipo hermafrodita M3, tanto para testemunha de
resisténcia (Maradol) quanto para testemunha de suscetibilidade (‘Golden’). Os
menores valores de IPPFO foram apresentados pelos gendtipos Calimosa, Maradol
e Hermafrodita M3. Em relacdo a IMPFO, os gendtipos progénie dioica M3 e
Maradol apresentaram menores valores, porém o hermafrodita M3 nédo diferiu da
progénie dioica.

Para segunda época de avaliacdo (Tabela 5), ndo houve diferenca
significativa entre os genoétipos quanto as caracteristicas IPPFO e IMPFO. Porém,
apesar de fazerem parte do mesmo grupo (ndo diferindo estatisticamente), os
gendtipos hermafroditas M3 e Calimosa apresentaram as menores médias. O
gendtipo hermafrodita M3 ficou alocado no grupo com menores valores para a
severidade tanto para pinta-preta como para mancha-de-phoma.

Na terceira época (Tabela 5), o gendétipo hermafrodita M3 se alocou no
mesmo grupo da testemunha de resisténcia (0 genoétipo Maradol) para as
caracteristicas IPPFR, SPPFO e IMPFO. Ja a caracteristica IPPFO n&o apresentou

significAncia entre os genaétipos.
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3. 2.4.3 Diversidade genética

Na analise de diversidade genética com base nas caracteristicas
morfoagrondmicas constatou-se a formacao de dois grupos: o grupo | composto
pelos gendtipos ‘Golden’ e Sunrise solo 72/12 e o grupo Il pelos gendétipos

Calimosa, Hermafrodita M3, Maradol e progénie dioica M3 (Figura 5).
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Figura 5: Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da distancia de
Mahalanobis entre 6 genotipos de mamoeiro caracterizados por 15 caracteristicas
morfoagronémicas. CCC: 0.79; D:11.61 %; E: 34.08%.
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Quanto ao agrupamento a partir da incidéncia e severidade de pinta-preta
em folha e frutos e mancha-de-phoma em folhas para as trés épocas em conjunto,
houve a formacdo de dois grupos (Figura 6) a progénie dioica M3 alocou-se no
grupo | e os genatipos ‘Golden’, Sunrise solo 72/12, Calimosa, Hermafrodita M3 e
Maradol compuseram o grupo Il. No entanto, considerando a mudanca abrupta o
grupo Il pode ser subdividido em dois subgrupos. O subgrupo | formado pelos
genatipos ‘Golden’ e Sunrise solo 72/12 e o subgrupo Il pelos gendétipos Calimosa,
Hermafrodita M3 e Maradol.

40

30

Distancia de Mahalanobis
20
1

10

N
N

x 5 g 3 3 2
3 : = g s =
9 8 = © E =
=) 2 = @ o
o o T
o
o
o
Genotipos

Figura 6. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da distancia de
Mahalanobis entre 6 genotipos de mamoeiro para as caracteristicas de incidéncia
e severidade de pinta-preta e mancha-de-phoma para as 3 épocas de avaliacdo em
conjunto. CCC: 0.69; D: 14.66 %; E: 38.29 %.
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Em relacdo as caracteristicas morfoagrondmicas e de doengcas em conjunto
foi obtido o agrupamento apresentado na figura 7. O grupo | formado pelos
genatipos ‘Golden’ e Sunrise solo 72/12 ja o grupo Il reuniu os genotipos Calimosa,
Hermafrodita M3, Maradol e Progénie dioica.

1000

800
|

600
1

Distancia de Mahalanobis
400
|

200
1

—
_
|
_

c © 2] S @ ®
g E = 3 2 =
= c © E E g
8 S o © = =
n © = © (5]
a © T

o)

o

o

Genotipos

Figura 7. Dendrograma obtido pelo método UPGMA a partir da distancia de
Mahalanobis entre 6 genoétipos de mamoeiro a partir das caracteristicas
morfoagrondmicas e de doencas em conjunto. CCC: 0.75; D:14.15%; E: 37.62%.

3. 2.5 DISCUSSAO

As caracteristicas NFD (27,20), PROD (50,70) e PMF (25,05) apresentaram
valores elevados de CVe. Estes resultados séo devido a grande variacdo destas
caracteristicas entre as épocas avaliadas e principalmente por serem bastante
influenciados pelo ambiente (Barros, 2015). Resultados semelhantes foram
observados na andlise de caracteristicas morfoagronémicas do mamoeiro (Silva et

al., 2008a; Silva et al., 2008b; Santa-Catarina, 2016) onde os autores encontraram
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estimativas de CVe de baixas a muito altas. Barros (2015) avaliando hibridos de
mamoeiro encontrou valores elevados para NSF, NFC, NFD e PROD.

Analisando o CVg juntamente com o CVe, por meio do indice de variacao (Iv),
tem-se uma ideia real da situacdo de cada caracteristica (Faleiro et al., 2008).
Valores de Iv maior que a unidade, indicam ampla variabilidade (Vencovsky, 1987).
Sendo assim, a situacao € favoravel a selecdo para 66% das variaveis (AP, NFD,
NFC, NSF, PROD, PMF, CF, DF, FF e EP) avaliadas, resultado superior aos
relatados por Dias et al. (2011) que ao avaliarem 27 genotipos de mamoeiro entre
cultivares, variedades melhoradas, variedades locais e linhagens, encontraram
63% das caracteristicas avaliadas apresentando valor de Iv maiores que a unidade,
para caracteristicas que influenciam diretamente a produ¢cdo no mamoeiro.

A maioria das caracteristicas apresentaram valores elevados de H?,
indicando uma grande chance de ganhos genéticos nos procedimentos de selecao.
Sabe-se que o coeficiente de determinacédo genotipico (H?) ndo é o coeficiente de
herdabilidade (h?), no entanto, alto valores (acima de 80%) refletem a expectativa
de altos ganhos genéticos no procedimento de sele¢éo (Silva, et al., 2008b). Silva
et al. (2008a), avaliando populagbes segregantes de mamoeiro, obtiveram H?
variando entre 53% e 99,45% em diversas caracteristicas morfoagronémicas.
Santa-Catarina, (2016) observaram H? de 65,35% para a caracteristica producéo e
97,88% para comprimento do fruto.

Os gendtipos Maradol, progénie dioica M3 e Calimosa sdo caracterizados
por produzirem frutos maiores e por isso o numero desses por planta foi menor e
consequentemente o NFC foi menor para esses genoétipos. Por outro lado, os
tratamentos (Sunrise solo 72/12 e ‘Golden’) nos quais as plantas produzem frutos
menores apresentaram maiores meédias para o numero de frutos comerciais, pois
apresentam um numero maior de frutos por planta. Na progénie dioica M3 néo
foram computados frutos femininos, justificando-se a média zero para o nimero de
frutos comerciais e a producdo nesse genotipo.

As variedades de mamoeiro mais cultivadas pertencem ao grupo Solo, o qual
apresentam frutos preferidos para exportacdo, por exibirem polpa avermelhada e
tamanho pequeno, com peso entre 300 e 650 g e ao grupo Formosa de frutos com
polpa laranja-avermelhada e tamanho médio (1.000 a 1.300 g) (Dias et al., 2011).
Dessa forma, seguindo o esperado, (jA que os gendtipos comparados sdo de

grupos heteréticos distintos) o genotipo Maradol do grupo Formosa destacou-se
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dos demais genotipos em relagdo ao PMF por apresentar frutos grandes e, logo,
mais pesados. O gendtipo hermafrodita M3 foi estatisticamente semelhante ao
genadtipo Calimosa e a progénie dioica. Vale ressaltar que esses genaotipos exibem
frutos intermediarios, enquanto os genaotipos do grupo solo (‘Golden’ e Sunrise solo
72/12) apresentaram as menores médias o que era esperado. Quintal et al. (2012)
também encontraram 0s maiores pesos, comprimentos dos frutos, espessura da
polpa e produtividade em grupos formados por acessos de Maradol.

A firmeza € um dos principais atributos na avaliacdo da qualidade do mamao,
pois frutos com pouca firmeza apresentam menor resisténcia ao transporte,
armazenamento e manuseio (Fagundes e Yamanishi, 2001). O gendtipo
hermafrodita M3 apresentou boa firmeza tanto para o fruto quanto para a polpa,
com valores proximos ao apresentado pelo hibrido Calimosa, testemunha
agronomicamente superior. Com relacéo ao teor de sélidos solUveis o gendétipo
Maradol apresentou a menor média (8,24). Basulto et al. (2009) encontraram
valores inferiores (5,8) para o Brix° em frutos verdes do genétipo Maradol e valores
superiores (9,8) em frutos que foram colhidos quando a casca mostrou a mudanca
de verde intenso para verde claro com uma faixa amarela (estadio 1 de maturacao).

Comparando o gendtipo hermafrodita M3 com as testemunhas hermafroditas
superiores agronomicamente, o gendétipo hermafrodita M3 apresentou valores
préximos ou semelhantes ao das testemunhas para as caracteristicas (NFC, PMF,
PROD, FF, FP e TSS). Cabe ressaltar que o hermafrodita M3 nao diferiu
estatisticamente do genétipo Calimosa para nenhuma das caracteristicas, o que
nos permite inferir que ele possui bons atributos agronémicos.

Como avaliar o desempenho do gendtipo hermafrodita M3 em relacdo a
resisténcia a pinta-preta e mancha-de-phoma foi o objetivo principal deste capitulo,
justifica-se o emprego da andlise de variancia conjunta considerando as trés
épocas de avalicdo (marco, junho e setembro), para verificar interacdo genotipo x
época. A andlise conjunta realizada para as carateristicas de doencas apresentou
significancia para interagdo genotipo x época prosseguindo-se com as analises
individuais para cada época avaliada. Vivas et al. (2013a) também identificaram
efeito na interacdo gendtipo x época, ao proceder com analises separadas para
cada época de avaliagdo, observando efeito significativo da fonte de variacdo

genotipo para as duas épocas de avaliagéao.
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Considerando as analises individuais das trés épocas, constatou-se efeito
significativo de gendtipo para SPPFR IPPFR, SPPFO e SMPFO (Tabela 5). Nota-
se que em junho de 2017, ocorreu efeito significativo de gendtipo para as variaveis
SPPFR IPPFR, SPPFO, IPPFO e SMPFO, porém nao houve efeito significativo
para a incidéncia de mancha-de-phoma na folha (Tabela 5). J& em setembro de
2017, ocorreu efeito significativo de genotipo para as varidveis SPPFR IPPFR,
SPPFO, SMPFO e IMPFO, no entanto, ndo houve efeito significativo para a
incidéncia de pinta-preta na folha (Tabela 5).

O controle quimico efetuado e as condi¢des de baixa pluviosidade (Figura
8) observada no periodo que antecede a avaliacdo podem ser fatores que
mascararam o efeito dos genétipos para estas doencas em junho/setembro de
2017, uma vez que trabalhos anteriores relatam efeito de gendtipo quanto a
resisténcia a pinta-preta (Santos e Barreto, 2003; Dianese et al., 2007) e mancha-
de-phoma (Vivas et al., 2013a). Nesse caso recomenda-se a avaliacdo desses
materiais sobre outras condicdbes ambientais, ja& que existem relatos de

variabilidade genética no mamoeiro.
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Figura 8. Condi¢cdes climatoldgicas (temperatura média, umidade e precipitacao)
na estacao meteoroldgica de Linhares - ES durante o ano de 2017. Elaborado pela
autora a partir de dados fornecidos pelo Incaper.

As seis caracteristicas avaliadas apresentaram Iv superiores, proximos e

by

inferiores a unidade variando entre as épocas. Quanto ao coeficiente de

determinacédo genotipico (H?), a maioria das caracteristicas apresentaram valores
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superiores a 80%, excecdo para as caracteristicas IPPFR (setembro), IPPFO e
IMPFO (junho/setembro) (Tabela 5).

Os maiores valores de indice de variacdo e coeficiente de variacdo
genotipico foram obtidos para a caracteristica severidade em folhas associadas a
resisténcia a mancha-de-phoma. Outra caracteristica que apresentou maiores
valores de H? foi a severidade de pinta-preta no fruto, principalmente na época 2,
ocasido em que este atingiu 93,03 %, com indice de variacdo de 1,16. A maioria
das caracteristicas (IPPFR, IPPFO, SPPFO, IMPFO) apresentaram na terceira
época de avaliacdo baixos valores de indice de variacdo situando-se abaixo da
unidade.

A partir das comparacdes de médias verifica-se que, de modo geral, houve
uma tendéncia de o gendtipo ‘Golden’ apresentar resisténcia para incidéncia e
severidade de pinta-preta no fruto e suscetibilidade em folhas tanto para incidéncia
e severidade de pinta-preta quanto para mancha-de-phoma. O gendtipo
hermafrodita M3 apresentou uma tendéncia a seguir o desempenho da testemunha
de resisténcia (Maradol), tanto para as variaveis avaliadas em fruto quanto para as
caracteristicas avaliadas em folhas, apresentando-se alocado no grupo resistente
para a maioria das variaveis, em todas as épocas avaliadas.

O genotipo Maradol ja foi relatado como resistente, por apresentar menor
namero de pinta-preta no l6bulo central em relacéo a variedade 'Sunrise Solo 72/12'
(Ide et al., 2001) e no grupo resistente em relacdo a pinta-preta em (Vivas et al.,
2012b). Também ja foi reportado entre os gendtipos que apresentaram menores
severidades e incidéncia de mancha-de-phoma no mamoeiro (Vivas et al., 2010a).

Em relacdo aos agrupamentos formados verifica-se uma separacao dos
genotipos quanto ao grupo heterotico - Solo (‘Golden’ e Sunrise solo 72/12) e
Formosa (Calimosa, Hermafrodita M3, Maradol e progénie dioica) - tanto para as
caracteristicas morfoagrondémicas guanto para as caracteristicas
morfoagronémicas e de doencas em conjunto. Quintal et al. (2012), analisando o
agrupamento das variaveis quantitativas (peso do fruto, comprimento do fruto,
diametro do fruto, firmeza interna do fruto, firmeza externa do fruto, espessura da
polpa, sélidos soluveis totais e incidéncia de mancha fisiolégica), observaram que
0Ss acessos do grupo Solo ficaram alocados em apenas um grupo, enquanto 0s

representantes do tipo Formosa estiveram presentes em todos 0s grupos.
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A separacao da progénie dioica M3 dos demais genotipos, observada no
agrupamento a partir das caracteristicas relacionadas a doencas (Figura 6),
provavelmente foi em funcdo desse gendtipo ter apresentado o maior valor para
SPPFR, uma vez que na analise conjunta dos dados este gendtipo nao diferiu
estatisticamente dos genotipos Calimosa, Maradol, Hermafrodita M3 e Sunrise solo
72/12 para a IPPFR, SPPFO, IPPFO e IMPFO. Para a caracteristica SMPFO a
progénie dioica M3 foi estatisticamente igual ao Maradol.

O gendtipo hermafrodita M3 se agrupou com o genétipo Calimosa para as
caracteristicas morfoagronémicas, caracteristicas relativas a doengas
separadamente bem como para essas caracteristicas em conjunto. O genoétipo
Calimosa apresenta caracteristicas fenotipicas do grupo Formosa, produzindo
frutos alongados nas plantas hermafroditas, com peso médio de 1,25 kg de polpa
firme e vermelha e com alto teor de solidos solUveis, bem como sabor e aroma
bastante agradaveis (Ferreguetti, 2003). Conforme Vivas (2009), os gendétipos
Calimosa e Maradol estéao entre 0s genétipos que podem apresentar caracteristicas
desejaveis ao melhoramento visando a resisténcia a pinta-preta, mancha-de-
phoma e mancha-chocolate em mamoeiro. Portanto, o genoétipo hermafrodita M3
pode ser um material promissor para o melhoramento da cultura, pois, além de
apresentar bons atributos morfoagronédmicos pode apresentar caracteristicas
desejaveis ao melhoramento visando a resisténcia a pinta-preta, mancha-de-
phoma.

Para os trés agrupamentos apresentados (morfoagronémico, doencas e
conjunto) o gendtipo hermafrodita M3 se alocou no mesmo grupo do genotipo
Maradol. Corroborando com os resultados obtidos no capitulo 1 deste trabalho,
reforcando a hipdtese de contaminacdo por pdlen entre a progénie dioica M3
resistente e o Maradol.

Embora evidenciada a necessidade de novas avaliacbes para resultados
mais consistentes, provavelmente o gendtipo em estudo apresenta resisténcia para
as doencas avaliadas em funcao da proximidade tanto com o Calimosa quanto com
o Maradol. No entanto, ressalta-se que a propria progénie dioica M3 selecionada
anteriormente em virtude de apresentar menores médias para incidéncia e
severidade de pinta-preta e mancha-de-phoma exibiu médias elevadas para
algumas caracteristicas, principalmente as relacionadas ao fruto reforcando a

necessidade de estudos em outras épocas de avaliacao.
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3. 2.6 CONCLUSOES

O gendtipo Hermafrodita M3 apresentou bons atributos agronémicos, tanto
para producao (NFC, PMF e PROD) quanto qualidade de frutos (FP, FF e TSS).

Considerando as trés épocas de avaliagdo o gendtipo Hermafrodita M3
apresentou o mesmo desempenho da testemunha de resisténcia (Maradol), tanto
para as variaveis avaliadas em fruto quanto para as caracteristicas avaliadas em
folhas, apresentando-se alocado no grupo resistente para a maioria das variaveis,
em todas as épocas avaliadas.

Foi constatado efeito de época o0 que evidencia a necessidade de novos
estudos em mais épocas, principalmente entre os meses de novembro e marco,
periodo onde a severidade e incidéncia de pinta-preta e mancha-de-phoma atingem
0s maiores valores, uma vez que a obtencdo de um gendtipo hermafrodita
resistente possibilitara a utilizacdo em novas hibridacdes e a obtencéo de hibridos

estaveis.
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