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RESUMO

SOUSA, Alex Rodrigues, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, fevereiro de 2021. Caracterizacdo molecular em mamoeiro visando a
selecéo e purificacdo de linhagens genitoras de hibridos comerciais. Orientadora:
Prof.2 Helaine Christine Cancela Ramos. Conselheiros: Prof. Messias Gonzaga
Pereira e Prof.2 Telma Nair Santana Pereira.

O estudo teve como objetivo caracterizar linhagens de mamoeiro por meio de
marcadores microssatélites e selecionar genotipos com base no indice de fixacdo
com o intuito de promover a purificacdo genética de linhagens genitoras de
importantes hibridos comerciais. Foram avaliados 400 gendétipos advindos de trés
linhagens genitoras (JS-12, SS-72/12 e Sekati), dos quais foi extraido DNA
genbmico para a genotipagem molecular pela analise de 56 locos microssatélites.
Foi estimada a heterozigosidade esperada (He), Heterozigosidade observada (Ho)
e o indice de fixacdo (F) para cada linhagem e para a populacdo. A matriz de
distancia genética foi obtida por meio do indice ndo Ponderado, e as distancias
genéticas foram apresentadas graficamente mediante a analise de agrupamento
pelo método hierarquico UPGMA bem como pela Analise de Coordenadas
Principais (PCoA). Foi detectada variabilidade intragenotipica nas linhagens JS-12
e Sekati e auséncia para a linhagem SS-72/12. Essa variabilidade, embora
indesejada, podera auxiliar positivamente no ajuste dos hibridos ‘UENF/Caliman
01’ e ‘UC-10’ para as caracteristicas de interesse. Quanto ao indice de fixagao, 293
genotipos apresentaram o valor maximo, ou seja, F=1. Para a analise da populacao,

foi observada maior proximidade entre as linhagens do grupo heterético ‘Formosa’
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e maior distanciamento do grupo ‘Solo’, o que possibilita a exploragéo sistematica
das linhagens. Como concluséo, foi detectada variabilidade intragenotipica em
duas linhagens analisadas. A variabilidade genética, em conjunto com o indice de
fixacdo, permitiu a selecdo de gendtipos que podem contribuir para a purificacéo
genética dos genitores. Os gendtipos selecionados serdo usados em futuras etapas
de hibridacdo, para obtencao de hibridos ajustados as caracteristicas de interesse.

PALAVRAS-CHAVE: Carica papaya L., Variabilidade genética, Marcadores
microssatélites, Purificagcdo genética.



ABSTRACT

SOUSA, Alex Rodrigues, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, February 2021. Molecular Characterization in Papaya Trees for Selection
and Purification of Parent Lines of Commercial Hybrids. Advisor: Professor Helaine
Christine Cancela Ramos. Committee members: Professor Messias Gonzaga
Pereira and Professor Telma Nair Santana Pereira.

This study focused on characterizing papaya inbred lines using microsatellite
markers and selecting genotypes based on the fixation index to promote genetic
purification of parent lines of important commercial hybrids. A total of 400 genotypes
from three parent lines (JS-12, SS-72/12, and Sekati) were evaluated. From these,
genomic DNA was extracted for molecular genotyping by analysis of 56
microsatellite loci. The expected heterozygosity (He), observed heterozygosity (HO)
and the fixation index (F) were estimated for each line and the population. The
genetic distance matrix was obtained by means of the unweighted index, and the
genetic distances were presented graphically by cluster analysis by the UPGMA
method and by the principal coordinate analysis (PCoA). Intragenotypic variability
was detected in the JS-12 and Sekati lines and absence for the SS-72/12 line.
Although unwanted, this variability may positively assist in adjusting the hybrids
‘UENF/Caliman 01’ and ‘UC-10’ for the traits of interest. As for the fixation index,
293 genotypes had the maximum value, that is, F = 1. For the population analysis,
it was observed greater proximity among the lines of the heterotic group 'Formosa’
and greater distance among the group 'Solo’, which allows the systematic

exploration of the lines. In conclusion, intragenotypic variability was detected in two
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lines analyzed. The genetic variability along with the fixation index allowed the
selection of genotypes that may contribute to the genetic purification of the parents.
The selected genotypes selected should be used in future hybridization steps to

obtain hybrids adjusted to the characteristics of interest.

Keywords: Carica papaya L., Genetic variability, Microsatellite markers, Genetic
purification.
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1. INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L) € uma fruteira altamente produtiva
representante da familia Caricaceae, que encontrou, no Brasil, condicbes
edafocliméaticas ideais para seu desenvolvimento. Atualmente, o Brasil é
considerado o terceiro maior produtor mundial de mamao, sendo superado pela
Republica Dominicana e india. De acordo com dados da Organizacéo das Nacgdes
Unidas para a Alimentacao e a Agricultura (FAO) (2020), a producdo de maméao no
Brasil, em 2019, foi de 1.161 milhdo de toneladas, apresentando crescimento de
aproximadamente 100 mil toneladas em relacdo ao ano anterior. Nesse sentido,
podem-se destacar as Regides Nordeste e Sudeste, responsaveis por 95,2% dessa
producéo (IBGE, 2019).

O grande avanco da cultura do mamoeiro no Pais deve-se aos programas
de melhoramento genético, principalmente pelo desenvolvimento de hibridos com
maior produtividade e qualidade de frutos assim como a tolerdncia a doencas
(Ruggiero et al., 2011). Por sua vez, o programa iniciado em 1996 pela UENF em
parceria com a empresa privada Caliman foi responsavel por desenvolver e
registrar no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) 21
cultivares hibridas (Pereira et al., 2019a). Tais hibridos sdo extremamente
importantes para o Pais, uma vez que a producdo até entdo dependia da
importacdo de sementes.

Entre os hibridos desenvolvidos pela UENF, podemos destacar a cultivar
‘UENF/Caliman 01’ (Marin et al., 2006a; 2006b), que tem mostrado superioridade



em producdo e qualidade de frutos em relacdo a cultivar hibrida ‘Tainung 01’,
estando em utilizagdo por agricultores brasileiros e de outros paises, devido a
exportacdo de suas sementes, e o hibrido ‘UC 10’ (Pereira et al., 2019b), que se
mostrou superior a cultivar hibrida ‘Tainung 01’ no que diz respeito ao teor de
solidos soluveis totais, numero de frutos comerciais, peso de fruto e rendimento.
Atualmente, ha relatos de que estes hibridos estdo apresentando variacoes
fenotipicas quanto ao tamanho de seus frutos, fato que pode ser causado por
efeitos ambientais ou devido a existéncia de variabilidade genética dentro das
linhagens genitoras. Contudo, presumindo que a variacdo existente nos hibridos
seja de origem genética, algumas estratégias podem ser adotadas para solucionar
este problema.

A purificacao das linhagens € uma estratégia util, uma vez que visa diminuir
os efeitos negativos das combinac¢des dos genitores, como falta de uniformidade e
producdo (Rocha et al., 2008). A purificacdo de linhagens pode ser realizada via
selecdo de gendtipos com caracteristicas de interesse por meio do uso de
marcadores agronémicos e moleculares. Contudo, devido ao fato de o genoma do
mamoeiro ser considerado pequeno, com 442,5 Mb (Gschwend et al., 2013), e
possuir muitas regides microssatélites distribuidas em seu genoma (Eustice et al.,
2008; Chen et al., 2007; Vidal et al., 2014), o emprego de marcadores
microssatélites torna-se vantajoso em estudos de variabilidade genética para a
espécie.

Os marcadores microssatélites ou SSR (Simple sequence repeat) sao
ferramentas poderosas na caracterizagcdo molecular devido a natureza multialélica
e, principalmente, a codominancia (Turchetto-Zolet et al., 2017), pois possibilitam a
selecdo de gendtipos com base no nivel de variabilidade genética assim como o
indice de fixacdo alélica dos genotipos. Atualmente, h&d muitos iniciadores
microssatélites desenhados para o mamoeiro (Santos et al., 2003; Eustice et al.,
2008) bem como o emprego destes no desenvolvimento de mapas de ligacdo e
identificacdo de quantitative trait locus (QTLs) associados a caracteristicas
morfoagronémicas (Chen et al., 2007; Blas et al., 2012; Nantawan et al., 2019).

Nesse contexto, o emprego dos marcadores microssatélites sera
fundamental na caracterizacdo das linhagens genitoras (JS-12, SS-72/12 e
SEKATI), permitindo a sele¢cdo dos gendtipos com menor variabilidade genética

assim como maior nivel de fixacdo alélica. Dessa forma, a analise molecular pode



contribuir diretamente na purificacdo dos genitores, possibilitando o ajuste dos
hibridos em futuras etapas do programa de melhoramento.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar linhagens genitoras dos hibridos comerciais ‘UENF/Caliman 01’

e ‘UC 10’ por meio de marcadores moleculares microssatélites visando a

identificacdo de possivel variacao intragenotipica.

2.2 Especificos

A.

Avaliar a variabilidade genética intragenotipica de 400 genétipos das trés
linhagens sob analise (200 genétipos do gendtipo JS-12, 100 do gendtipo SS-
72/12 e 100 do gendtipo SEKATI) por meio de marcadores microssatélites;
Estimar paradmetros de diversidade molecular, tais como heterozigosidade e
indice de fixacdo das linhagens genitoras;

Selecionar 20 gendtipos dentro de cada linhagem com menor nivel de
heterozigosidade e maior nivel de fixacdo alélica para a proxima etapa da

pesquisa.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos gerais do mamoeiro

O mamoeiro (C. papaya L.) € uma das espécies representantes da familia
Caricaceae, que € composta por 35 espécies (Badillo, 2001) distribuidas em seis
géneros, Vasconcellea (21 espécies), Jacaratia (7 espécies), Jarilla (3 espécies),
Cylicomorpha (2 espécies), Horovitzia (1 espécie) e Carica (1 espécie) (Badillo,
2000, Giulietti et al., 2018), sendo a espécie C. papaya a Unica com potencial
agronémico da familia. De modo geral, trata-se de uma planta herbacea de clima
tipicamente tropical, podendo sobreviver até 20 anos, todavia, o periodo de vida em
plantios comerciais € de apenas trés anos devido a altura e, principalmente, ao
ataque de patégenos (Jiménez et al., 2014).

E uma espécie diploide com nove pares cromossémicos (2n = 2x = 18)
(Damasceno-Junior et al., 2009a; Araujo et al., 2010) e apresenta uma regiao para
a determinacdo sexual. A respeito disso, em 1938, pesquisadores concluiram em
suas pesquisas que 0 sexo em genotipos de mamoeiro € determinado por um gene
com trés formas alélicas M1, M2 e m (Hofmeyr, 1938) e M, M" e m (Storey, 1938).
Por outro lado, estudos moleculares recentes relataram que o0 sexo em mamoeiro
€ controlado por um par de cromossomos sexuais, X e Y, sendo que 0 cromossomo
Y possui duas formas alternativas levemente diferentes denominadas Y e Y". O

sexo masculino é determinado pela combinacdo cromossomica XY; o hermafrodita,



XY"; e os gendtipos femininos, XX (Liu et al., 2004; Ming et al., 2007; VanBuren et
al., 2015).

O mamoeiro €é classificado como uma espécie autbgama facultativa com
cleistogamia, podendo apresentar uma taxa de até 10% de alogamia (Damasceno-
Junior et al., 2009b). Dessa forma, tanto hibridos quanto linhagens podem ser
obtidos, explorados e cultivados, o que confere vantagem a cultura, principalmente
pelo fato de a espécie nado sofrer perdas devido a endogamia (Dantas e lima, 2001).
De certo modo, esta caracteristica facilita o melhoramento genético da espécie,
uma vez que possibilita a obtencdo de linhagens endogamicas que podem ser
utilizadas no desenvolvimento tanto de variedade tipo linha pura quanto variedades
hibridas.

O mamoeiro é considerado uma espécie trioica, apresentando trés formas
florais, sendo flores estaminada (masculina), pistilada (feminina) e hermafrodita
(Storey, 1953; Ming et al., 2007; Bruce e Peter, 2008). As flores masculinas
apresentam vestigios de estigmas (Aryal e Ming, 2014), e suas flores sao
distribuidas em pedunculos. Estas flores apresentam o tubo da corola estreito e
longo, cinco pétalas livres e possui dez estames funcionais. As flores femininas
possuem O estigma bem desenvolvido e auséncia de estames, dispbéem de
pedunculo curto inserido nas axilas foliares e apresentam pétalas livres até a parte
inferior da corola. As flores hermafroditas possuem pétalas soldadas até metade de
seu comprimento e apresentam um ovario desenvolvido, geralmente alongado,
podendo variar de piriforme a cilindrico, e cinco estigmas em forma de leque
(Jiménez et al., 2014).

Os frutos apresentam formas variadas conforme o sexo da planta. Os
genatipos femininos apresentam frutos com formato esférico e ovoide, 0s quais sao
atualmente utilizados em programas de melhoramento genético apenas para a
obtencdo de sementes hibridas devido a facilidade para a realizacdo de
cruzamentos (pois exclui a necessidade de emasculacdo) bem como pela
proporcao de segregac¢do (1:1) quando cruzada com genaotipos hermafroditas (Ming
et al., 2007). Ja os frutos dos genaotipos hermafroditas séo cilindricos ou piriformes
(Badillo, 1993; Chan, 2009) e sé&o explorados comercialmente devido a
aceitabilidade e as exigéncias do mercado (Dantas et al., 2013). Os genotipos

masculinos também podem produzir frutos se houver uma reversdao sexual



ocasionada por estresse térmico (Hofmeyr, 1967) e apresentam formas
relativamente menores do que as formas feminina e hermafrodita.

Os frutos do mamoeiro sao climatéricos, ou seja, continuam o processo de
amadurecimento mesmo apos a colheita nos estadios iniciais de maturacdo. Uma
vez que sao colhidos, ocorrem drasticas mudancas bioquimicas que envolvem altas
taxas respiratérias e a producao de etileno (Giovannoni, 2001, Silva et al., 2009).
Essas mudancas promovem o rapido amadurecimento e amolecimento do fruto,
resultando na rapida deterioracdo durante o processo de amadurecimento e,
consequentemente, reduzindo a vida til dos frutos na pos-colheita, sendo um dos
obstaculos mais relevantes das atividades de armazenamento e transporte em
longas distancias na cadeia produtiva de frutos de mamoeiro (Hanif et al., 2020). A
utilizacado de imagens digitais pode tornar-se uma ferramenta util na previsdo do
amadurecimento dos frutos (Pereira et al., 2018), todavia, os autores destacam que

sd0 necessarias mais investigacdes para aumentar a robustez da técnica.

3.2 Importancia da cultura

As principais cultivares de mamoeiro pertencem aos grupos heteréticos
‘Solo’ e ‘Formosa’, havendo uma preferéncia por cultivares do grupo ‘Solo’ (Serrana
e Cattaneo, 2010), e sdo exploradas principalmente para a exportacao (Ruggiero
et al., 2011), enquanto as variedades do grupo ‘Formosa’ sdo destinadas ao
mercado interno. Os frutos do grupo ‘Solo’ sdo pequenos, com peso entre 0,3 e
0,65 kg, e apresentam polpa avermelhada (Faria et al., 2009), enquanto os frutos
do grupo ‘Formosa’ apresentam frutos de porte médio a grande com peso acima de
1 kg e cor laranja-avermelhada (Oliveira et al., 2012). Vale ressaltar que as
variedades do grupo ‘Formosa’ s&o constituidas por hibridos e vém conquistando
espaco tanto no mercado interno quanto no externo, no qual se percebe um forte
crescimento nas vendas, principalmente, para a Europa, o Canada e os Estados
Unidos (Farias et al., 2009; Reis et al., 2015).

Atualmente, os principais paises produtores de maméao s&o a india, com
6.050.000 milhdes de toneladas, seguida da Republica Dominicana, com 1.171.336
milh&o de toneladas; do Brasil, com 1.161.808 milhdo de toneladas; e do México,
com 1.083.133 milh&o de toneladas (FAO, 2020). No Brasil, podemos destacar as
Regides Nordeste e Sudeste, que sao responsaveis por 95,2% de toda a producao



nacional, com maior producdo voltada aos estados do Espirito Santo (403.278
toneladas), da Bahia (390.075 toneladas) e do Ceara (118.717 toneladas). Ja a
area utilizada para a producdo comercial de mamao foi em torno de 27.556
hectares.

A cultura do mamoeiro encontrou no Brasil condi¢cdes edafocliméticas
apropriadas a sua exploracdo econdmica, adaptando-se bem a regibes com
temperaturas variando entre 21 e 33 °C, sendo 25 °C considerada a temperatura
otima (Marin et al., 1995; Serrano e Cattaneo, 2010), e umidade relativa do ar de
60-85%.

O mamao é consumido principalmente in natura e € muito apreciado
principalmente por ser uma fonte de fitoquimicos que incluem vitaminas,
antioxidantes, flavonoides, polifendis, varios minerais, algumas enzimas
importantes, como papaina, licopeno, isotiocianato e enzimas proteoliticas, que
ajudam a prevenir problemas de saude (Pinnamaneni, 2017). O consumo de
mamao também auxilia nas funcdes do sistema cardiovascular, protegendo-o de
doencas cardiacas, além de acidente vascular cerebral, cAncer de colén e reduz
niveis elevados de colesterol no organismo (Oliveira et al., 1994; Aravind et al.,
2013).

De acordo com alguns autores, muitos outros compostos podem ser
extraidos do mamoeiro, como a papaina, enzima proteolitica fortemente utilizada
pelas industrias téxtil e farmacéutica, de alimentos e cosmeéticos. Das folhas, frutos
e sementes, pode-se extrair também a carpaina, que é um alcaloide utilizado como
ativador cardiaco (Oliveira et al., 1994), como também pode serem utilizados como
uma fonte para fabricacdo de biodiesel (Anwar et al., 2018; Nayak et al., 2019). De
modo geral, todos os beneficios apresentados pelos frutos de maméo contribuem
para suas amplas formas de utilizacdo e diretamente para sua importancia social e
econOmica.

Segundo Hinojosa e Montgomery (1988), o0 mamao possui menor acidez
em relacdo as demais frutas tropicais. Dessa forma, os frutos de mamoeiro
possuem uma vantagem nutricional podendo ser consumidos por pessoas
sensiveis a acidez. Todavia, os frutos apresentam pH alto, favorecendo atividades

enzimaticas e crescimento de microrganismos.



3.3 Melhoramento genético do mamoeiro

Os programas de melhoramento genético do mamoeiro tém como funcéo
desenvolver novos hibridos e/ou variedades agronomicamente superiores que
atendam tanto aos requisitos do mercado consumidor interno e externo como
também aos produtores (Dantas et al., 2002; Barros et al., 2017; Pereira et al.,
2019c). Como destacado, os objetivos dos programas de melhoramento podem ser
alcancados pela aplicacdo de métodos de melhoramento e selecdo de variedades
superiores através da obtencéo de linhagens ou hibridos (Harkness, 1967; Ishii e
Holtzmann, 1963; Gabrovska et al., 1967). Ressalta-se que 0 mamoeiro € uma
espécie excelente para fins de melhoramento por ndo apresentar depressao por
endogamia, tornando possivel a obtencdo de linhagens. Todavia, a segregacao
sexual na cultura ainda € um fator a ser superado.

O germoplasma do mamoeiro é classificado em dois grandes grupos
heterdticos, ‘Solo’ e ‘Formosa’. No Brasil, antes da introdugdo do mamoeiro tipo
‘Solo’, praticamente n&o existiam variedades comerciais para plantio, visto que as
sementes utilizadas apresentavam elevado grau de segregacdo (Giacometti e
Ferreira, 1988), isso devido a exclusiva existéncia de cultivares dioicas. Contudo, a
partir da introdugdo do mamoeiro do grupo ‘Solo® em 1977, houve o
desenvolvimento de cultivares comerciais e isso contribuiu para o desenvolvimento
dos programas de melhoramento genético para a cultura do mamoeiro. As
cultivares desse grupo sédo geneticamente uniformes, consistindo de linhagens
puras fixadas por sucessivas geracdes de autofecundacdo, sendo amplamente
utilizadas no mundo, havendo no Brasil o predominio das cultivares ‘Sunrise Solo’
e ‘Golden’. Ja o grupo ‘Formosa’ compreende, principalmente, hibridos Fi1, sendo
os mais utilizados ‘Tainung 01’, “Tainung 02’ e o hibrido ‘UENF/Caliman 01’

Os principais programas de melhoramento do mamoeiro em instituicoes
publicas sao realizados pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural (Incaper), Embrapa Mandioca e Fruticultura e Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) e Caliman Agricola S/A
(Dantas et al., 2011). Atualmente, estdo disponiveis 55 cultivares de mamoeiro
registradas no MAPA, sendo que a UENF/Caliman possui o maior numero de

registros entre diversas empresas privadas e publicas, totalizando 21 registros de
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cultivares e hibridos (Marin et al., 2006a, 2006b; Luz et al., 2015, 2018a, 2018b,
Pereira et al., 2019a, 2019b, 2019c).

3.4 Marcadores moleculares

Os marcadores genéticos sdo altamente eficientes e apresentam um
mecanismo de heranca simples que podem ser empregados na avaliacdo das
diferencas entre dois ou mais individuos (Bered et al., 1997). A partir da introducao
das técnicas moleculares na década de 1980, os estudos relacionados a avaliacéo,
caracterizacdo e ao mapeamento genético vém sendo realizados com maior
rapidez e eficiéncia, tornando-se uma ferramenta Uutili aos programas de
melhoramento genético. O uso de marcadores moleculares na caracterizacdo de
germoplasma vem crescendo, principalmente pelo fato de néo sofrerem influéncia
ambiental (Carvalho et al., 2001; Elias et al., 2001; Zaccarias et al., 2004).

Os marcadores moleculares do tipo SSR (Simple Sequence Repeat) sao
sequéncias de DNA simples repetidas em tandem, variando de 2 a 6 pares de bases
por unidade de repeti¢cdo (Turchetto-Zolet et al., 2017). Sao ferramentas utilizadas
pelos programas de melhoramento genético devido a sua natureza multialélica e,
principalmente, a codominancia, que os tornam altamente eficientes na deteccao
da variabilidade entre e dentro de populacdes, além de estarem amplamente
distribuidos no genoma (Chen et al., 2007; Gois et al., 2014; Suijii, 2013; Borém e
Caixeta, 2016). Esses marcadores se destacam dos demais marcadores por ser
uma técnica simples com alta reprodutibilidade, além do seu alto poder de
resolucao.

O mamoeiro possui seu genoma relativamente pequeno, de 4425 Mb
(Gschwen et al.,, 2013), e muitas regides microssatélites (Vidal et al., 2014),
tornando-o0 uma espécie modelo para estudos moleculares (Eustice et al., 2007).
Entre os primeiros estudos envolvendo o desenvolvimento de sequéncias de
primers microssatélites descritos para a espécie C. papaya, podemos destacar
alguns autores como Santos et al. (2003), que desenvolveram 32 pares de primers
SSR para auxiliar na diferenciacdo sexual de genétipos de mamao. Peréz et al.
(2006), por sua vez, disponibilizaram 45 sequéncias de clones, que possibilitaram
o desenho de novos pares de primers. Eustice et al. (2008) desenvolveram 938

primers microssatélites, os quais foram utilizados por Chen et al. (2007) para a
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construcdo de um mapa genético de alta densidade, no qual 707 marcadores
microssatélites foram mapeados em doze grupos de ligacdo, que atualmente sao
utilizados como modelo para a selecdo de primers microssatélite com ampla
cobertura no genoma por diversos programas de melhoramento da cultura. Por sua
vez, Vidal et al. (2014) construiram um atlas abrangente do genoma separando os
marcadores génicos e gendmicos e a notagcdo da provavel funcdo desses
marcadores microssatélites, o que certamente auxiliara na eficiéncia da selecao
assistida por marcadores em mamoeiros e estudos genéticos populacionais.

Ha vérios anos, a equipe de melhoramento de mamoeiro da UENF vem
empregando o0s marcadores moleculares microssatélites associados ao
melhoramento classico, visando o desenvolvimento, a avaliacdo e a conducéo de
experimento, com o objeto de selecionar os gendtipos agronomicamente superiores
(Pereira et al., 2019c). Entre as aplicagcbes em mamoeiro estdo a introgressao
génica do hermafroditismo em populagéo dioica em programas de retrocruzamento
monitorado por marcadores (Ramos, 2010); a selecdo de gendtipos para analise
da eficiéncia da autofecundacao e frequéncia dos sexos nas progénies (Santos et
al., 2003); a selecao assistida por marcadores (Oliveira et al., 2010); a analise da
divergéncia genética (Damasceno Junior et al., 2015); e a caracterizagdo molecular
(Pirovani et al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

As analises moleculares por meio de marcadores microssatélites foram
conduzidas no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) no Centro
de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do

Norte Fluminense.

4.1 Coleta de material genético

Amostras de folhas jovens foram coletadas de 400 genétipos hermafroditas
de C. papaya proveniente de trés linhagens (SS-72/12, Sekati e JS-12) do BAG
UENF/Caliman da Universidade Estadual do Norte Fluminense. Os gendtipos foram
selecionados por selecdo massal, priorizando atributos como tamanho de frutos e
genotipos mais produtivos. Dessa forma, foram amostrados 100 gendétipos da
linhagem SS-72/12, 100 gendtipos da linhagem Sekati e 200 genétipos da linhagem
JS-12. Para a linhagem JS-12, foram consideradas duas classes devido a variacdo
existente quanto ao tamanho de frutos, com isso, foram selecionados 100 genoétipos
com frutos grandes e 100 gendtipos com frutos pequenos classificados como JS-

12 G e JS-12 P, respectivamente, conforme a Figura 1.
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Figura 1. Representacdo dos gendtipos selecionados de C. papaya. A: genaétipo
‘Sekati’; B: gendtipo SS-72/12; C: gendtipo JS-12G; e D: gendtipo JS-12P.

4.2 Isolamento de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico das 400 amostras seguiu o protocolo CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide) descrito por Doyle & Doyle (1990).

O DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose metaphor
1% sob voltagem constante de 100 V para averiguacdo da qualidade da extracao
por meio do perfil eletroforético das bandas obtidas (Figura 2) e quantificacao das
amostras de DNA utilizando o software GelQuant. As amostras foram diluidas para

a concentragdo 5 ng pL™.
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Figura 2. Qualidade do DNA extraido para o genétipo JS-12G.
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4.3 Analise molecular via PCR

Os 57 pares de primers microssatélites utilizados neste estudo (Tabela 1)
foram desenhados e descritos por Eustice et al. (2008) e foram selecionados
levando em consideracdo dois critérios: a) a localizacdo gendmica, buscando
selecionar primers em todos os cromossomos e, assim, alcancar uma boa
cobertura do genoma da espécie. Para tanto, foram utilizadas as informacgdes
disponiveis no mapa genético desenvolvido por Chen et al. (2007); e b) a regido
gendmica, sendo selecionados primers oriundos de regides intergénicas, devido a

maior possibilidade de deteccéo de variacao genética.

Tabela 1. Lista dos locos microssatélites de C. papaya L. selecionados para anélise
das linhagens com seu respectivo grupo de ligagao (GL), sequéncia dos iniciadores
e temperatura de anelamento (Ta °C).

Locos GL Sequéncias dos iniciadores Ta (°C)
F GCACACATAAAAATGTGCTTCG
P3K2388C0 1 60
R TGCAAAGTCTCTGCTTTCAAGA
F CGTAAAGACTTGTTGCCTTACGC
P3K418CC 1 60
R CCAAGACTTGCATAACGGCTC
F TTGACGAATTCAAACCCATGC
CPM1554C2 1 60
R CACCTCGTGGCATCAAACAA
F GAAGGAGCATCCATCGCAAC
P6K1472CO0 1 60
R CCAGTCCATTTTCCAGCCAA
F GAACAGGAGGGTTGCTGGTG
P6K1117CC 1 55
R CATTCCAGCTACTCAGGCGG
F TTCCCCTTCCTTTGACAGCA
P3K2530CC 1 55
R CAAGTGCTCTGCCATTGTGG
F TGAAGCCTCAGTGAATCCAAA
P3K6912CC 2 60
R CCCATGGGAACACATCTATTG
F TTTCTCCCACATGACCCACA
P3K1850CC 2 60
R GGGGGTGCTTTGGAATCTTT
F GCAGTCTCTTCTCTCCAAGGTCA
P6K1268CC 2 55
R GTCCCCTTAGCTGCATCCAC
F AAAGATGACCGGAGCCGT
P6K624CC 2 50
R GCTCTCTGGTAAGAGAGATTGTGG
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Tabela 1. Cont.
Locos GL Sequéncias dos iniciadores Ta (°C)
F GATTCCTGTTGGTCGTTGGC
ctg-335CC 2 60
R TGGTGCATGTATGATGAATGTGA
F TTATGTTTGGGAAGAACGCC
CPM746LCC 3 60
R GCCAATTCCCCACAAATCTA
F ATGGTAACCCAGCGTGAGGA
CPM1621CC 3 60
R ACGCCAAATATTCCCAACCC
F CAACGCTCTCCCTCTCTCTC
CPM765LCC 3 60
R AACTCTGACCCATGACCAGC
F TGTACGGCCTGAAATTCTTCC
P3K3407CC 3 55
R GCTGGGTGTCTGTCTTGCTG
F GTGAGAAAGCCAACGCCAAT
P8K190CC 3 50
R GGGACTAAAAATTCAAGGTACCCA
F ATTTGACGTGGCAGCACCTT
P3K4489CC 3 60
R AAGACGGTGCCGTATAAGCG
F TTCAATACCTTTTGTTTGGAACCT
P6K25CC 4 60
R TGCCATAGCCTCTCTTCCTG
F TGCGATCGAAAGGTTCTTGAG
P3K3968A5 4 60
R TGGAAATGGCTGGTTTTGTCA
F ACCCCAAGGTTGGTGCTTTT
ctg-164CC 4 55
R GCGGTGCCCCTATTATTTGA
F GCCGGCTCAGGAGGTTAAGA
P6K128CC 4 50
R CAATGACCAAACGCCACACA
F GTTGTTCTGTCCACCCCCAC
P3K86CC 4 55
R CACCCGTGACGAGCAACAT
F CTCCAAGAAAACTTTGACATGGG
P3K2152CC 5 60
R CAATTATGAGCCGGTCACTAACAA
F TTCTTTCACCCGCTCCTCTG
ctg-365A5 5 60
R AAACAACTCGGCCCAACTGA
F CGACAAGGAAATTAAAGCCAAATC
P3K3256CC 5 60
R ATGACCGTGTTTGGTTGCTG
F AAGCTAGGCTTGGGCTGGAC
CPM681CC 5 = 55

CCGTGATGACGTGACGTGTAA
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Tabela 1. Cont.

Locos GL Sequéncias dos iniciadores Ta (°C)
F GCGAGGTGGGCAGTAAAGAA
P8K187CC 5 60
R TTCACGTACTTGATTGGCGTTTT
F CGAAAACTCTCAGGCGCATC
P3K5113CO0 6 60
R CCCCCATCTACTCTCCCATCA
F ACAAATCCAGCAAATATCCCATT
P3K1382A5 6 60
R CAACATCTCAATTTGCAAAGCA
F GGCTCTCTGTCCTCCCACCT
P6K71CC 6 50
R CCTCGTCACCGGTTTGATCT
F GGTTGGATTGCTTTGCCTTAAA
P3K3490CC 6 55
R GGTACATACACACATGCACAAGCA
F TGCACACATATGATTCCTTGCTT
ctg-371CC 6 60
R AACTCCATCACATTCCCCTTCT
F CTTTTGCCCTTTCCTCTCCG
ctg-203CO0 6 60
R TGCCCCTGATCTCTTTCTCATC
F GCCCACACTCTTGATGGGAC
CPM1846CC 7 60
R TCGAGAAAGTCCCATCCTTAACA
F TGAATTCAAATGCTGCCTCAG
ctg-456CC 7 60
R GGACCTATCAGTTCAACTTCCCA
F GAATTTTAGCGCGAAGTGAGC
ctg-148CO0 7 60
R CTCAACAATCGACATTGAGAAGC
F TTCATCGTCTCGCTGAAATTGA
ctg-41S5 7 60
R CCAGTAGGCTCTCCAAATGGG
F CCCACGAGTCACAGGGTTTC
P3K3511CC 7 60
R GGTTATGCTCGGCCAAAATG
F TAGAAGCAGATGCGGAGGGA
P3K2851CC 7 55
R TCCAGACCCAAAAACCCAAA
F TACCAAGTTCAGCAAGCGGT
CPM766CC 8 50
R ATACTTTCTCCCCCTTCGGA
F CAATGGAGGGCAGTTTTGATG
P3K170CC 8 60
R TGGGAGAAAAGGAAAGAACATGA
F TTTGGATCTTGTGGGTTCGG
P6K900CC 8 50
R GGAAGAGGAGATGTGAAAACGG
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Locos GL Sequéncias dos iniciadores Ta (°C)

F GCAGCCCGTACAGAAGAGGA
P3K7483A5 8 60

R CTCTGAGCAGCAAGCCAACA

F AGTCAAACATCGGCTTGCGT
P6K1498CC 8 60

R CCAACTTTGTTGCTGCCCTC

F GGTGGTGATTCACAAGTGGG
P3K2305CC 8 55

R ATGGTCCCAGAAATGTGCAA

F CCTGCTTCGTTGGAATTTGG
P3K3828CC 9 60

R ACAGAAATAAAAGGCGGGGG

F AACCAGAACTCCAAAAAGAAATCC
P3K178CC 9 50

R AACTGGACGCGTATGGAATG

F TTTCGTCACATCAGACCAAGC
P3K4272CC 9 60

R TAGTCCATGCGAAAATACACGTT

F CGGTAGCGACTCATCGGACT
P3K7484C0 10 60

R TTGACTCGCGAGGAAAGGAG

F ACGGTCTCATGATCAAATCAAATC
P3K2032S3 10 63

R AGTCATTTCACCTCCCACCG

F GTGGACCCCTGCAAAAGTTG
P3K7598CC 10 60

R GAGATCTCGTGCAGAATTCAAGG

F TGGTGGATGTTGATGCATGTT
P3K149C0 11 60

R TCTGGTGGTCATGATGGTGG

F TTTGTAGAAAGGCTTTGGTTGAGA
P6K710A5 11 50

R CGAGCACGACTGAAAGCAAG

F CCAACTCACACCATTTGCCA
ctg-718CC 11 60

R TTGACAAGGGACCAGTCGTG

F GTAGCCGAACGCACAACACA
P3K3510C0 12 60

R CGTGTAAAAGAAGCGGTAGATCG

F GGATTCTTTTGGGGTCATGGA
P3K7344CC 12 60

R GAGCAGTGCATGTGCGGTAA

F CACACACTCGCAATGGTAAAGAA
P3K917CO 12 60

R TGCAGAGCACATTGAGAGGG
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Para a amplificacdo dos primers, foi adotada a estratégia de anéalise em
bulk dado o grande numero de gendtipos em estudo. Para o preparo dos bulks,
foram montados 40 bulks, sendo 10 deles por linhagem. Cada bulk continha 10
individuos representados por uma aliquota de 10 uL de DNA na concentracéao de
5 ng pL?, portanto, trabalhamos com 10 bulks do JS-12G, 10 do JS-12P, 10 do SS-
72/12 e 10 do SEKATI. Apenas os locos considerados polimorficos foram utilizados
nas analises individuais.

Os bulks que ndo apresentavam variacdo alélica entre e dentro deles foram
descartados e 0s que apresentavam variacdo alélica foram analisados
individualmente para determinar o padréo alélico dos individuos.

&@%&\@ &u&u&g&!&@ "

-—
- 3. Perfil eletroforético

/

\

4. Andlise individual

-1l

Figura 3. Esquema representando as analises em bulks para a selecéo dos locos
polimorficos.

As reacdes de amplificacdo via PCR foram realizadas com um volume final
de 13 pL contendo 10 ng de DNA, 1X de Tris-Base, 0,2 mM de dNTPs, 1,9 mM de
MgCl2 0,19 uM de cada primer, 0,75 U de Taq DNA polimerase. As amplificacdes
foram realizadas em termociclador Gradiente Eppendorf®, conforme o seguinte
programa: desnaturacéo inicial de 94 °C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de

94 °C por 1 minuto para desnaturagao, anelamento do primer por 1 minuto, 72 °C
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por 3 minutos para extensdo, seguidos de uma extenséo final de 72 °C por 7
minutos.

Os produtos resultantes da amplificacéo foram corados com solucéo GelRed
+ Blue juice (1:1) e separados por eletroforese em gel de agarose metaphor 4% em
tampao de corrida TAE 1X, sob voltagem (80 V) e amperagem (0,20 A) constantes.
Posteriormente, os géis foram visualizados sob luz ultravioleta, e as imagens foram

capturadas pelo sistema MiniBis Pro de fotodocumentacéao.

4.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos a partir da amplificacéo dos 56 locos foram convertidos em
uma matriz numérica, conforme descrito por Ramos et al. (2014). A partir desta
matriz, foi estimada a distancia genética pelo indice ndo Ponderado, com auxilio do
programa Genes verséo 2018.23 (Cruz, 2013).

A matriz de dissimilaridade genética foi exportada para o programa Mega X
(Kumar et al., 2018), no qual foram realizadas as analises de agrupamento pelo
método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic Mean), e a
dispersdo grafica das distancias genéticas foi realizada com base na PCoA,
utilizando o programa GenAlex 6.3 (Peakall e Smouse, 2006, 2012).

A matriz numérica foi submetida ao programa Powermarker 3.5 (Liu e Muse,
2005), em que foram estimadas as seguintes medidas de diversidade: nimero de
alelos por loco (Na), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada
(Ho), indice de conteudo polimorfico (PIC) e indice de fixacéo (F).

A heterozigosidade esperada foi determinada pela seguinte expressao:

k
HE =1- le?
i=1

em que:
Xi: frequéncia do alelo i;

K: niUmero de alelos.

A heterozigosidade observada foi estimada pela expresséo:

a ..
j=1,j=1 1Y
n

Ho =

em que:
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Nij: nUmero de heterozigotos em cada loco;
N: total de individuos estudados.

O PIC foi calculado pela seguinte expressao:
PIC = 1 -3, pi® = X¥i— Xz jypi®pj*em que:
i pi%: informatividade do primer;

23 pi? pj?: frequéncia do alelo p no primer j.

O indice de fixagdo estima o coeficiente médio de endogamia e pode ser

determinado pela seguinte expressao:

Pt HE
B HO

em que:
Ho: frequéncia de individuos homozigotos;
He: frequéncia de heterozigotos.

As mesmas analises foram utilizadas para a avaliacdo da variabilidade

genética para a populacao.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise molecular da variabilidade intragenotipica

As trés linhagens apresentaram baixas médias de Ho sendo inferiores a He,
indicando que os alelos estdo quase em sua totalidade fixados para os locos
analisados neste estudo (Tabela 2). Destaca-se a linhagem SS-72/12, a qual
apresentou Ho igual a zero e possui seus alelos totalmente fixados, sendo
considerada a melhor linhagem em termos de fixacdo alélica para ser utilizada
como genitora na obtencao de sementes hibridas e em futuras etapas do programa
de melhoramento genético. As demais linhagens, JS-12 e Sekati, apresentaram
valores de Ho variando de zero a 0,077.

Pode-se observar um resultado satisfatorio a respeito da fixacéo dos alelos,
em que 73,25% (293) dos gendtipos apresentaram o valor maximo (F=1),
especificamente (65) gendtipos do JS-12 G; (69) gendtipos do JS-12 P; (59)
gendtipos do Sekati; e (100) gendtipos do SS-72/12. A linhagem JS-12 G e JS-12
P apresentou valores variando de 0,724 a 1,00, ao passo que, para a linhagem
Sekati, 0s niumeros variaram de 0,853 a 1,00 (Tabela 2). Esse resultado é de grande
importancia para o estudo, tendo em vista que o principal objetivo é a selecéo

genotipos totalmente fixados.
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Tabela 2. Médias das medidas de variabilidade genética obtidas para cada uma
das trés linhagens de mamoeiro.

Linhagem Locos Na He Ho F

SS-72/12 26,00 2,00 0,26 0,00 1,00
JS-12 G 25,99 3,00 0,26 0,02 0,94
JS-12 P 25,99 3,00 0,26 0,01 0,95
Sekati 25,85 2,13 0,50 0,02 0,97
Média geral 25,96 2,53 0,32 0,01 0,97

Legenda: Na: numero de alelos observados; He: heterozigosidade esperada; Ho:
heterozigosidade observada; e F: indice de fixacao.

Considerando a analise de agrupamento para cada linhagem, € possivel
observar a presenca de variabilidade intragenotipica dada a presenca de grupos e
subgrupos formados a partir do corte sugerido por Mojena et al. (1997) para as
linhagens JS-12 G, JS-12 P e Sekati. Essa variabilidade genética detectada,
embora indesejada, ja era esperada e, possivelmente, esta relacionada a
variabilidade morfoagronémica observada nessas linhagens. Devido a inexistencia
de variabilidade genética para a linhagem SS-72/12, ndo houve a necessidade de
um dendrograma.

Para alinhagem JS-12 G e P, observou-se a formacao de trés grupos (Figura
4 e 5), enquanto, para a linhagem Sekati, observaram-se quatro grupos (Figura 6)
reforcando os resultados ja obtidos na analise de variabilidade genética (Tabela 2).
Essa variabilidade genética dectectada nessas duas linhagens pode estar
relacionada a variabilidade dos hibridos ‘UENF/Caliman 01’ e ‘UC-10’, tornando
evidente a necessidade de selecdo de gendétipos para a obtencdo de hibridos

geneticamente uniformes.
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Figura 4. Dendrograma obtido pelo método hierarquico UPGMA com base na
analise de 100 gendtipos da linhagem JS-12 G (coeficiente de correlacao cofenética

=0,77).
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Figura 5. Dendrograma obtido pelo método hierarquico UPGMA com base na
analise de 100 gendtipos da linhagem JS-12 P (coeficiente de correlacdo cofenética

= 0,84).



24

Sekati 97
Sekati 99
ti

Figura 6. Dendrograma obtido pelo método hierarquico UPGMA com base na
analise de 100 genotipos da linhagem Sekati (coeficiente de correlacdo cofenética
=0,86).

Os resultados também foram expressos em um plano bidimensional por meio
da analise de coordenada principal. A primeira coordenada (PC1) foi a que melhor
explicou a variacdo observada em todas as linhagens. Para a linhagem JS-12 G,
essa coordenada explicou 50,83%, enquanto JS-12 P apresentou 47,64% e Sekati,
67,1% (Figura 7). Nos trés gréaficos PCoA, foi observada uma grande distribuicédo
dos genoétipos ocupando os quatro quadrantes do gréafico. A linhagem Sekati
apresentou 0s genétipos com maior dispersdo, indicando que ha uma maior

variabilidade genética entre eles.
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Figura 7. Andlise de coordenadas principais baseada na distancia genética obtida
pelo Indice ndo Ponderado (Cruz, 2013). A: JS-12 G; B: JS-12 P; e C: Sekati.

5.2 Andlise molecular para a populacao

Um total de 55 alelos polimorficos foram obtidos pela analise dos 26 locos

SSR polimorficos, com média de 2,12 alelos por loco. O numero de alelos
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polimdrficos variou de 2 a 4 (tabela 3). Apenas trés locos apresentaram valores
para a heterozigosidade observada (Ho) superior a zero, P6K128CC (0,123), ctg-
365A5 (0,65) e P3K7344CC (0,104), apresentando uma média de 0,011, valor
inferior a média encontrada para a heterozigosidade esperada (He) 0,423. O valor
de PIC fornece uma estimativa do poder discriminatério dos locos, levando em
consideracdo ndo apenas o numero de alelos por loco, mas também suas
respectivas frequéncias na populacédo estudada (Botstein 1980). Neste estudo, 0s
valores de PIC variaram de 0,555 (P6K900CC) a 0,093 (P3K7344CC) e média de
0,333, tendo sido analisados locos classificados como pouco, moderadamente e

altamente informativos.

Tabela 3. Analise descritiva da variabilidade genética dos 26 locos analisados nos
400 gendtipos de C. papaya.

Locos GL N Na He Ho PIC

CPM1554C2 1 400 2 0,375 0,000 0,305
P6K1117CC 1 400 2 0,500 0,000 0,375
P3K2530CC 1 394 4 0,377 0,000 0,327
P3K6912CC 2 400 2 0,500 0,000 0,375
P3K1850CC 2 400 2 0,375 0,000 0,305
P6K1268CC 2 400 2 0,500 0,000 0,375
P3K4489CC 3 400 2 0,375 0,000 0,305
P6K25CC 4 400 2 0,500 0,000 0,375
P6K128CC 4 400 2 0,500 0,123 0,375
P3K86CC 4 400 2 0,500 0,000 0,375
P3K2152CC 5 400 2 0,500 0,000 0,375
Ctg-365A5 5 398 2 0,491 0,065 0,371
P8K187CC 5 400 2 0,375 0,000 0,305
P3K1382A5 6 400 2 0,375 0,000 0,305
P3K3490CC 6 400 2 0,375 0,000 0,305
Ctg-41S5 7 400 2 0,375 0,000 0,305
P3K3511CC 7 400 2 0,500 0,000 0,375
CPM766CC 8 395 2 0,166 0,000 0,152
P3K170CC 8 400 2 0,375 0,000 0,305
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Tabela 3. Cont.

Locos GL N Na He Ho PIC

P6K900CC 8 400 3 0,625 0,000 0,555
P3K3490CC 9 400 2 0,500 0,000 0,375
P3K149CO0 11 400 2 0,375 0,000 0,305
P3K7344CC 12 396 2 0,098 0,104 0,093
P3K917CO0 12 400 2 0,500 0,000 0,375
Médias 399,35 2,12 0,423 0,011 0,333

Legenda: GL: grupo de ligacéo; N: total de individuos amostrados; Na: niamero de
alelos observados; He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade
observada; e PIC: indice de conteudo polimorfico.

Pela andlise de agrupamento obtido pelo método hierarquico UPGMA
(Figura 8), nota-se a formacao de trés grupos a partir do ponto de corte estabelecido
pelo método de Mojena (1997). Observa-se maior proximidade entre as linhagens
do grupo heterético ‘Formosa’, ou seja, entre as linhagens JS-12 P e JS-12 G (grupo
I) e Sekati (grupo Il), e maior distdncia genética com a linhagem SS-72/12 (grupo
[II) pertencente ao grupo ‘Solo’. Também é valido ressaltar que a analise molecular
nao foi capaz de separar 0s genotipos da linhagem JS-12 nas classes determinadas

inicialmente (fruto grande e fruto pequeno).

+JS-12 P

-
L

A4JS-12G

o Sekati

SS-72/12

L
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Figura 8. Dendrograma UPGMA com base na analise de 400 gendtipos de
mamoeiro baseado na distancia genética obtida pelo Indice ndo Ponderado (Cruz,
2013) (coeficiente de correlacdo cofenética = 0,92).

Os gendtipos também foram analisados quanto a disperséao grafica com base
na PCoA (Figura 9). As duas coordenadas juntas explicaram 97,72% da variagc&o

total, com 82,72% dela sendo explicada pela coordenada 1 e 15% explicada pela
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coordenada 2. A analise mostrou uma distingdo clara entre as linhagens como
observado no dendrograma. Os quadrantes I, Il e IV reuniram apenas gendtipos
das linhagens JS-12 G, JS-12 P e Sekati, enquanto o quadrante Ill reuniu a
linhagem SS-72/12 em um Unico ponto no gréafico, evidenciando a auséncia de

variabilidade genética para esta Gltima linhagem.

o3
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o
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.s.""b

Coord 1 (82,72%)

Figura 9. Andlise de coordenadas principais de 400 gendtipos de mamoeiro
utilizando o Indice ndo Ponderado (Cruz, 2013).

Considerando que o principal objetivo deste estudo é a selecéo de genoétipos
com menor variabilidade genética assim com maior indice de fixagdo, foram
selecionados 20 gendtipos em cada linhagem com indice de fixagdo maximo (F=1).
Tais gendtipos irdo compor futura etapa de cruzamentos biparentais visando a
obtencdo de hibridos com peso e tamanho de frutos ajustados associados as
demais caracteristicas de interesse. Embora o0s genoétipos selecionados
apresentem fixagcdo maxima para os locos analisados, eles possuem constituicdes
alélicas diferentes tornando-os passiveis de selecdo. Sendo assim, foram
selecionados, para a linhagem JS-12 G, os genétipos 06, 07, 09, 16, 20, 30, 31, 47,
50, 53, 59, 61, 65, 69, 77, 78, 88, 90, 92 e 95; para a linhagem JS-12 P, os gendtipos
03, 05, 06, 08, 09, 11, 16, 17, 18, 20, 25, 26,33, 38, 39, 41, 42, 45, 46 e 53; e, para
a linhagem Sekati, os gendétipos 07, 08, 09, 10, 11, 15, 21, 27, 28, 29, 30, 33, 36,
37, 39, 43, 45, 36, 51 e 61.
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6. DISCUSSAO

A observacdo de variagdo morfoagronbmica em linhagens genitoras de
importantes hibridos de mamoeiro somada a necessidade de ajuste no tamanho do
fruto de tais hibridos justificaram a realizacdo do presente estudo, o qual buscou
avaliar em nivel molecular a existéncia de variacdo intragenotipica em tais
linhagens. Apesar de ser indesejavel no processo de desenvolvimento de hibridos
por resultar em segregac¢do na geracao Fi, a existéncia de variacao genética € um
fator importante que pode viabilizar a exploragdo no melhoramento de
caracteristicas agronémicas em linhagens genitoras e, consequentemente,
modificar tais caracteristicas nos hibridos.

Por meio da analise molecular, detectou-se maior variabilidade genética
intragenotipica para a linhagem Sekati, seguida da linhagem JS-12 G e JS-12 P,
ambas pertencentes ao grupo heterdtico ‘Formosa’. Esse resultado pode estar
relacionado com a biologia reprodutiva do grupo que apresenta maior taxa de
fertilizacdo cruzada em relagcdo ao grupo heterético ‘Solo’, representado pela
linhagem SS-72/12. Essa linhagem também se reproduz por autofecundacéo, mas
possui menor taxa de fertilizacdo cruzada (Damasceno Junior et al., 2009b) e
mostrou valores de heterozigosidade observada iguais a zero.

Os genotipos JS-12, Sekati e SS-72/12 s&o matérias ja exploradas em
ensaios de hibridacéo tanto pelas caracteristicas morfoagronémicas quanto pela
sua capacidade combinatéria (Marin et al., 2006a 2006b; Pereira et al., 2019b). A

partir desses esforcos anteriores, foram desenvolvidos dois hibridos que
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apresentam um grande potencial para o desenvolvimento da cultura no Pais:
‘UENF/Caliman 01’, j& em utilizagcdo por agricultores nacionais e internacionais, e
‘UC-10’, que apresenta grande potencial para exploragdo comercial. Entretanto,
esta sendo observada a necessidade de ajustes no seu peso e tamanho de frutos
para aumentar o potencial produtivo desses hibridos bem como para facilitar o
processo de embalagem e transporte.

A existéncia de variabilidade genética intragenotipica nas linhagens JS-12 e
Sekati provavelmente ocorreu durante as etapas de avan¢co de geracdo via
autofecundacgéo, em que os diferentes alelos de um mesmo loco foram fixados
nessas linhagens. Também foi observado que alguns gendtipos apresentaram
locos em heterozigose, e isso pode ser justificado pela taxa de fertilizacao cruzada
que pode ocorrer em genétipos do grupo ‘Formosa’. Essa variacdo pode ser
controlada, e até mesmo evitada, pela adocdo de praticas mais acuradas no
processo de avanco de geragdo por autofecundacgdo, rejuvenescimento do
germoplasma e producéo de sementes pela protecédo adequada do botéo floral.

A variabilidade genética também pbéde ser observada nas analises de
agrupamentos para as linhagens JS-12 G, JS-12 P e Sekati nos dendrogramas
assim como a congruéncia com as analises graficas bidimensionais reforcando os
resultados obtidos. Em relacdo aos agrupamentos para a populacéo, é observado
que os grupos foram formados de acordo com os grupos heteréticos. Essa
organizacdo permite a exploracdo sistematica das linhagens tornando-as
promissoras em programas de cruzamentos, reforcando resultados ja obtidos em
outros estudos (Pirovani et al., 2021; Vivas et al., 2018).

A selecdo dos genotipos foi possivel devido a presenca de variabilidade
intragenotipica bem como pela presenca de gendtipos com maxima fixacao alélica
para os locos analisados. Essa variabilidade genética detectada podera auxiliar
positivamente no ajuste dos hibridos, uma vez que resultara em diferentes
combinacdes alélicas, aumentando as chances de se encontrar o hibrido desejado.
Nesse sentido, sugerimos que, em futuras etapas de hibridag&o, seja realizado um
dialelo parcial entre os genitores selecionados nas JS-12 P x Sekati e um top-cross
para 0s genitores JS-12 G utilizando um genitor da linhagem SS-72/12 como
testador. Uma vez identificada a melhor combinacdo de genitores para as
caracteristicas de interesse, 0s genitores serdo selecionados e autofecundados

para dar continuidade as préximas geracdes desses genitores.
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7. CONCLUSOES

A utilizacdo dos marcadores microssatélites possibilitou a identificacdo de
variabilidade intragenotipica nas linhagens JS-12 e Sekati, enquanto, para a
linhagem SS-72/12, ndo foi observada variabilidade genética para os locos
analisados. A presenca de variabilidade assim como o indice de fixagdo maximo
possibilitaram a selecdo dos gendtipos nas linhagens analisadas, contribuindo para
a purificacdo genética dessas linhagens. Esses gendtipos possivelmente
possibilitardo a obtencédo de hibridos com tamanho e peso de fruto ajustados em
futuras etapas de hibridacao.
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Tabela 4. Andlise descritiva da variabilidade genética nos 400 individuos
analisados de C. papaya estudados. Na: numero de alelos observados; He:
heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; e F: indice de
fixacao.

Genatipo Locos Na He Ho F
SS-72/12 01 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 02 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 03 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 04 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 05 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 06 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 07 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 08 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 09 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 10 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 11 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 12 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 13 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 14 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 15 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 16 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 17 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 18 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 19 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 20 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 21 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 22 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 23 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 24 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 25 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 26 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 27 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 28 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000

SS-72/12 29 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
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Genatipo Locos Na He Ho F
SS-72/12 30 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 31 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 32 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 33 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 34 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 35 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 36 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 37 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 38 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 39 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 40 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 41 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 42 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 43 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 44 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 45 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 46 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 47 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 48 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 49 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 50 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 51 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 52 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 53 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 54 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 55 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 56 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 57 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 58 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 59 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 60 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
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Genatipo Locos Na He Ho F
SS-72/12 61 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 62 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 63 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 64 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 65 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 66 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 67 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 68 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 69 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 70 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 71 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 72 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 73 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 74 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 75 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 76 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 77 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 78 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 79 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 80 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 81 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 82 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 83 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 84 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 85 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 86 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 87 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 88 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 89 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 90 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 91 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
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Genatipo Locos Na He Ho F
SS-72/12 92 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 93 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 94 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 95 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 96 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 97 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 98 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 99 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000
SS-72/12 100 26,00 2,00 0,260 0,000 1,000

Média 26,00 2,00 0,26 0,00 1,00

JS-12G 1 26 3,00 0,240 0,038 0,846

JS-12G 2 26 3,00 0,240 0,038 0,846

JS-12G 3 26 3,00 0,269 0,000 1,000

JS-12G 4 26 3,00 0,297 0,038 0,875

JS-12G5 26 3,00 0,297 0,038 0,875

JS-12G 6 26 3,00 0,210 0,000 1,000

JS-12G 7 26 3,00 0,210 0,000 1,000

JS-12G 8 26 3,00 0,269 0,000 1,000

JS-12G 9 26 3,00 0,210 0,000 1,000

JS-12 G 10 26 3,00 0,269 0,077 0,724
JS-12G 11 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12G 12 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 13 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 14 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 15 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 16 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 17 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 18 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 19 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 20 26 3,00 0,210 0,000 1,000

JS-12G 21 26 3,00 0,269 0,000 1,000
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Genatipo Locos Na He Ho F
JS-12 G 22 26 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 G 23 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12G 24 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 25 26 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 G 26 26 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 G 27 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 28 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 29 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 30 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 31 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 32 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 33 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 34 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 35 26 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 G 36 26 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 G 37 26 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 G 38 26 3,00 0,269 0,077 0,724
JS-12 G 39 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 40 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12G 41 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 42 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 43 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 44 26 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 G 45 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 46 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 47 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 48 26 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 G 49 26 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 G 50 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12G 51 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 52 26 3,00 0,269 0,000 1,000
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JS-12 G 53 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 54 26 3,00 0,269 0,077 0,724
JS-12 G 55 26 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 G 56 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 57 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 58 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 59 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 60 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12G 61 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 62 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 63 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 64 26 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 G 65 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 66 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 67 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 68 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 69 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12G 70 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12G 71 26 3,00 0,269 0,077 0,724
JS-12G 72 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12G 73 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12G 74 26 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12G 75 26 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12G 76 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12G 77 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12G 78 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12G 79 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 80 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12G 81 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 82 26 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 G 83 26 3,00 0,240 0,038 0,846
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JS-12 G 84 26 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 G 85 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 86 26 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 G 87 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 88 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 89 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 90 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12G 91 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 92 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 93 26 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 G 94 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 95 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 96 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 97 26 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 G 98 26 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 G 99 26 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 G 100 25 3,00 0,218 0,000 1,000

Média 25,99 3,00 0,26 0,02 0,94

JS-12P 1 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846

JS-12P 2 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000

JS-12P 3 26,00 3,00 0,322 0,000 1,000

JS-12P 4 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000

JS-12P 5 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000

JS-12P 6 26,00 3,00 0,322 0,000 1,000

JS-12P 7 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000

JS-12P 8 26,00 3,00 0,322 0,000 1,000

JS-12P 9 26,00 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 P 10 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 11 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 12 26,00 3,00 0,269 0,077 0,724
JS-12 P 13 26,00 3,00 0,297 0,038 0,875
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JS-12 P 14 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 15 26,00 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 P 16 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 17 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 18 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 19 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 20 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 21 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 22 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 23 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 24 26,00 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 P 25 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 26 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 27 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 28 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 29 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 30 26,00 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 P 31 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 32 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 33 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 34 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 35 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 36 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 37 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 38 26,00 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 P 39 26,00 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 P 40 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 41 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 42 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 43 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 44 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
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JS-12 P 45 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 46 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 47 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 48 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 49 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 50 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P51 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 52 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 53 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 54 26,00 3,00 0,269 0,077 0,724
JS-12 P 55 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 56 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 57 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 58 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 59 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 60 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 61 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 62 26,00 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 P 63 26,00 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 P 64 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 65 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 66 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 67 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 68 25,00 3,00 0,278 0,000 1,000
JS-12 P 69 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 70 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12P 71 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 72 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 73 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 74 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12P 75 26,00 3,00 0,269 0,077 0,724
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JS-12 P 76 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 77 26,00 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12P 78 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 79 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 80 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 81 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 82 26,00 3,00 0,269 0,077 0,724
JS-12 P 83 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 84 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 85 26,00 3,00 0,240 0,038 0,846
JS-12 P 86 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 87 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 88 26,00 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 P 89 26,00 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 P 90 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P91 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 92 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 93 26,00 3,00 0,269 0,077 0,724
JS-12 P 94 26,00 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 P 95 26,00 3,00 0,210 0,000 1,000
JS-12 P 96 26,00 3,00 0,322 0,000 1,000
JS-12 P 97 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 98 26,00 3,00 0,297 0,038 0,875
JS-12 P 99 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000
JS-12 P 100 26,00 3,00 0,269 0,000 1,000

Média 25,99 3,00 0,26 0,01 0,95

SEKATI 1 26,00 2,00 0,493 0,038 0,925

SEKATI 2 26,00 2,00 0,499 0,038 0,926

SEKATI 3 26,00 2,00 0,493 0,038 0,925

SEKATI 4 26,00 2,00 0,493 0,038 0,925

SEKATI 5 23,00 2,00 0,499 0,000 1,000
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SEKATI 6 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 7 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 8 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 9 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 10 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 11 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 12 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 13 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 14 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 15 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 16 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 17 26,00 3,00 0,530 0,000 1,000
SEKATI 18 26,00 3,00 0,530 0,000 1,000
SEKATI 19 26,00 2,00 0,488 0,000 1,000
SEKATI 20 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 21 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 22 25,00 2,00 0,487 0,040 0,921
SEKATI 23 26,00 3,00 0,530 0,000 1,000
SEKATI 24 26,00 2,00 0,488 0,000 1,000
SEKATI 25 25,00 2,00 0,493 0,000 1,000
SEKATI 26 25,00 2,00 0,499 0,000 1,000
SEKATI 27 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 28 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 29 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 30 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 31 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 32 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 33 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 34 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 35 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 36 26,00 2,00 0,497 0,000 1,000
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SEKATI 37 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 38 26,00 2,00 0,488 0,000 1,000
SEKATI 39 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 40 26,00 3,00 0,530 0,000 1,000
SEKATI 41 26,00 2,00 0,488 0,000 1,000
SEKATI 42 26,00 2,00 0,488 0,000 1,000
SEKATI 43 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 44 26,00 3,00 0,530 0,000 1,000
SEKATI 45 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 46 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 47 26,00 2,00 0,497 0,000 1,000
SEKATI 48 26,00 3,00 0,524 0,038 0,929
SEKATI 49 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 50 26,00 3,00 0,530 0,000 1,000
SEKATI 51 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 52 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 53 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 54 26,00 2,00 0,493 0,038 0,925
SEKATI 55 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 56 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 57 26,00 2,00 0,488 0,000 1,000
SEKATI 58 26,00 2,00 0,497 0,000 1,000
SEKATI 59 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 60 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 61 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 62 25,00 2,00 0,499 0,000 1,000
SEKATI 63 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 64 25,00 2,00 0,487 0,040 0,921
SEKATI 65 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 66 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 67 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
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SEKATI 68 26,00 2,00 0,497 0,000 1,000
SEKATI 69 26,00 3,00 0,530 0,000 1,000
SEKATI 70 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 71 25,00 3,00 0,525 0,000 1,000
SEKATI 72 26,00 3,00 0,530 0,000 1,000
SEKATI 73 26,00 2,00 0,488 0,000 1,000
SEKATI 74 26,00 2,00 0,497 0,000 1,000
SEKATI 75 26,00 2,00 0,497 0,000 1,000
SEKATI 76 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 77 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 78 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 79 25,00 2,00 0,493 0,000 1,000
SEKATI 80 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 81 26,00 3,00 0,530 0,000 1,000
SEKATI 82 26,00 2,00 0,493 0,038 0,925
SEKATI 83 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 84 25,00 3,00 0,525 0,000 1,000
SEKATI 85 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 86 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 87 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 88 26,00 2,00 0,497 0,000 1,000
SEKATI 89 26,00 2,00 0,497 0,000 1,000
SEKATI 90 25,00 2,00 0,487 0,040 0,921
SEKATI 91 23,00 2,00 0,491 0,000 1,000
SEKATI 92 26,00 3,00 0,504 0,077 0,853
SEKATI 93 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000
SEKATI 94 26,00 2,00 0,497 0,000 1,000
SEKATI 95 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 96 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 97 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 98 26,00 2,00 0,493 0,038 0,925
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SEKATI 99 26,00 2,00 0,482 0,038 0,923
SEKATI 100 26,00 2,00 0,500 0,000 1,000

Média 25,85 2,13 0,50 0,02 0,97
Média geral 25,96 2,53 0,318 0,011 0,966




