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RESUMO

LIMA, Lucas Oliveira, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, fevereiro de 2022. Caracterizacdo e validacdo de marcadores
moleculares associados a qualidade de frutos de mamoeiro (Carica papaya L.).
Orientadora: Prof.2 Helaine Christine Cancela Ramos. Conselheiros: Prof. Messias
Gonzaga Pereira e Prof;2 Telma Nair Santana Pereira.

Varias caracteristicas sdo levadas em consideracdo para que o0 mamao seja
considerado apto para o mercado, destacando-se, entre elas, firmeza de polpa e
de fruto e concentracdo de sdlidos soluveis. O estudo dos atributos que
determinam a qualidade do fruto no mamoeiro é complexo, uma vez que se refere
a analise de caracteres de heranca quantitativa que sofrem elevada influéncia do
ambiente. A utilizacdo de marcadores moleculares pode acelerar o tempo de
selecdo para essas caracteristicas em programas de melhoramento genético do
mamoeiro por permitir a analise de um grupo maior de progénies em estadio
inicial, além de proporcionar o ganho genético. Dessa forma, o presente trabalho
visa a caracterizar e a validar marcadores SNAPs (Single Base Amplified
Polymorphism), associados a qualidade de fruto em mamoeiro, buscando avaliar
sua eficiéncia no processo de selecdo de gendtipos superiores para futura
aplicacdo em selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) nos
programas de melhoramento da cultura. Para tanto, foram analisados 41
gendtipos de mamoeiro do Banco Ativo de Germoplasma UENF/Caliman,
estabelecido em 2017 no municipio de Linhares — ES, sem utilizacdo de

delineamento experimental. Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: peso

Xi



meédio de fruto (PMF), firmeza de fruto (FF), firmeza de polpa (FP), comprimento
de fruto (CF), diametro de fruto (DF), comprimento da cavidade ovariana (CCO),
diametro da cavidade ovariana (DCO), espessura de fruto (EP), volume de polpa
(VP) e porcentagem de volume de polpa (%VP). A extracdo do DNA gendémico
das 41 amostras seguiu o protocolo CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide)
descrito por Doyle & Doyle. Estimou-se a dissimilaridade genética pela Distancia
Euclidiana Média pelo programa GENES. Em seguida, os dendrogramas gerados
pelos dados fenotipicos foram obtidos pelo método de ligacdo média entre os
grupos (UPGMA), assim como os dendrogramas dos dados gerados pelos
marcadores moleculares. As relacdes existentes entre 0s acessos foram
determinadas utilizando andlise de componentes principais (PCA). O maior
coeficiente de variacdo (CV%) apresentado foi para volume de polpa (78,50%),
seguido por peso meédio de fruto (75,25%). Percebeu-se que aqueles SNAPs
com maiores frequéncias (AF) sdo também os com menores conteudos de
informacéo polimérfica (PIC), como os SNAPs correspondentes ao SNP1, SNP13,
SNP6 e SNP8, que apresentaram AF igual ou superior a 0,90. A respeito da
comparacdo dos dendrogramas o0 que se percebe € um alto nivel de
emaranhamento, que se da pela ndo correspondéncia dos gendtipos em ambos
0s agrupamentos analisados. Para a analise de boxplot, foi possivel observar que
marcadores como o SNP5 e o SNP8 estdo potencialmente associados ao
aumento de FF, FP, TSS e EP em diferentes formas de gendtipos possiveis.
Assim, conclui-se que os marcadores foram eficientes em caracterizar o banco.
Para a comparacdo dos métodos de dissimilaridade utilizando a analise de
dendextend, houve baixa semelhanca no agrupamento dos genétipos em razao
da avaliacdo simultdnea de diversos caracteres. Todavia, para a analise de
Boxplot, foi possivel observar a associacdo dos genétipos de cada marcador
individualmente para as quatro caracteristicas potencialmente ligadas aos genes

de interesse.

Palavras-chave: SAM; SNAP; Marcadores génicos; Associacdo genética.
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ABSTRACT

LIMA, Lucas Oliveira, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, February 2022. Characterization and Validation of Molecular Markers
associated with the quality of papaya fruits (Carica papaya L.). Supervisor: Prof.
Helaine Christine Cancela Ramos. Counselors: Prof. Messias Gonzaga Pereira
and Prof. Telma Nair Santana Pereira.

Several characteristics are taken into account for the fruit to be considered
suitable for the market, among them, the following stand out: pulp and fruit
firmness and concentration of soluble solids. The study of the attributes that
determine the quality of the fruit in papaya is complex, since it refers to the
analysis of quantitative inheritance characters that are heavily influenced by the
environment. The use of molecular markers can accelerate the selection time for
these traits in papaya genetic improvement programs, since it allows the analysis
of a larger group of early stage progenies in addition to providing genetic gain.
Thus, the present work aims to characterize and validate SNAPs (Single Base
Amplified Polymorphism) markers associated with fruit quality in papaya, seeking
to evaluate their efficiency in the selection process of superior genotypes for future
application in molecular marker-assisted selection (SAM) in crop improvement
programs. The planting of the germplasm bank had a total of 41 genotypes and
was established in the Linhares city without using an established design. They
were evaluated based on the 2017 experiment: average fruit weight (PMF); fruit
firmness (FF); pulp firmness (FP); fruit length (CF); fruit diameter (DF); ovarian
cavity length (OCC); diameter of the ovarian cavity (OCD); fruit thickness (EP);
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pulp volume (VP); and pulp volume percentage (%VP). The extraction of genomic
DNA from 41 samples belonging to the UENF/Caliman germplasm bank followed
the CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) protocol described by Doyle &
Doyle. Existing relationships between accessions were determined using principal
component analysis (PCA). The genetic difference is estimated by the Mean
Euclidean Distance through the GENES program. Then, the diagrams generated
from the phenotypic data were obtained by the method of mean linkage between
groups (UPGMA), as well as dendrograms of the data generated from the
molecular markers. Existing relationships between accessions were determined by
principal component analysis (PCA). The highest coefficient of determination
(CV%) presented was for pulp volume (78.50%), followed by average fruit weight
(75.25%). It was noticed that those SNAPs with higher frequencies (AF) are also
the ones with the lowest polymorphic information content (PIC), such as the
SNAPs corresponding to SNP1, SNP13, SNP6 and SNP8, which presented AF
equal to or greater than 0.90. Regarding the comparison of the dendrograms, what
is perceived is a high level of entanglement, which is due to the non-
correspondence of the genotypes in both dendrograms analyzed. And for the
Boxplot analysis it was possible to observe that markers such as SNP5 and SNP8
are potentially associated with the increase of FF, FP, TSS and EP in different
forms of possible genotypes. Thus, it is concluded that the markers were efficient
in characterizing the bank, and for the comparison of dissimilarity methods using
dendextend analysis, there was a low similarity in the grouping of genotypes,
because several characters were being evaluated simultaneously. However, for
the Boxplot analysis, it was possible to observe the association of the genotypes
of each marker individually for the four characteristics potentially linked to the

genes of interest.

Keywords: MAS; SNAP; Gene markers; Genetic association.
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1. INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma cultura amplamente cultivada nas
regides tropicais e subtropicais do mundo (Chen et al., 1991), sendo apreciada ao
redor do globo em razéao das caracteristicas ligadas a seus frutos, incluindo sabor
agradavel, qualidade nutricional e propriedades digestivas (Aravind et al., 2013).
Além disso, o fruto do mamoeiro tem preco acessivel e disponibilidade no
mercado durante todo o ano, independentemente do clima e da estacdo (Ahmad
et al., 2013).

No Brasil, o cultivo do mamoeiro ocorre em todas as regides e em quase
todos os estados, com destaque para os estados da Bahia e do Espirito Santo,
considerados o0s maiores produtores e exportadores de mamao do pais,
respectivamente (IBGE, 2017). Atualmente, os principais paises produtores de
mamao s&o a india, com 6.050.000 milhdes de toneladas, seguida pela Republica
Dominicana, com 1.171.336 milh&o de toneladas, Brasil, com 1.161.808 milh&o de
toneladas, e México, com 1.083.133 milhdo de toneladas (FAO, 2020).

Vérias caracteristicas sdo levadas em consideracdo para que o fruto seja
considerado apto para o mercado, entre as quais, podem ser citadas aquelas que
mais agregam valor comercial aos frutos como peso, comprimento, diametro,
forma, cor, firmeza e teor de soélidos solGveis. Destas caracteristicas, as duas
Ultimas apresentam grande importancia, haja vista que sdo responsaveis pela
durabilidade do fruto pés-colheita e pelo paladar adocicado, respectivamente (Luz
et al., 2015; Nantawan et al., 2019).



Considerando o alto potencial econ6mico, principalmente no ambito da
fruticultura (Statista, 2020), o desenvolvimento de estudos relacionados a
caracteres de qualidade de fruto em mamoeiro tem sido um dos objetivos dos
programas de melhoramento genético da UENF.

No entanto, a determinacdo da qualidade do fruto é complexa em
decorréncia da natureza da heranca desses caracteres, cuja expressdao €
altamente influenciada pelo ambiente (Klosin et al., 2017). Desse modo, fatores
como regime hidrico, temperatura, incidéncia de pragas, exposicdo a luz e
maturidade dos frutos na época de colheita podem afetar diretamente sua
gualidade (Moretti et al., 2010).

Outro aspecto a ser considerado € o estadio de maturacdo, uma das
principais dificuldades encontradas no processo de avaliacdo e selecdo de
genotipos superiores, pois sdo necessarios trés frutos por planta no mesmo
estadio de maturacao na avaliacdo de populagcdes segregantes ou cinco frutos por
parcela quando séo avaliados os hibridos (Marinho et al., 2008).

A avaliacdo de caracteres de frutos, quando feita tradicionalmente se torna
demorada, porém eficaz, pois possibilita também a verificacdo de estrutura
genética da populacdo avaliada e a diversidade genética presente, auxiliando,
assim, na identificacdo de genitores promissores e na exclusdo de acessos
repetidos (Cruz et al., 2014).

A identificacdo de genes associados a caracteristicas de interesse
econdmico na cultura do mamoeiro também possibilita seu conhecimento
genbmico e a compreensao de sua funcionalidade, tal como a descoberta de
variantes SNPs e InDels relacionados a caracteristicas de qualidade de fruto em
mamoeiro (Bohry et al., 2021). O desenvolvimento de marcadores moleculares
com base em tais variantes pode acelerar o tempo de selecdo em programas de
melhoramento genético de fruteiras, permitindo uma analise mais ampla de
progénies em estadios iniciais, além de proporcionar ganhos genéticos com a
selecdo (Xu, 2008).

Os marcadores SNAPs (Single Base Amplified Polymorphism), por
exemplo, sdo uma metodologia baseada nos marcadores SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) e em sua natureza bialélica (Bohry, 2018). Sabe-se

gue essas ferramentas se referem a genotipagem de uma variacdo tipo SNP e,
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posteriormente, a selecdo das sequéncias desenhadas a partir de regides
vizinhas do marcador, tanto up quanto downstream (Drenkard et al., 2000).

Os marcadores do tipo SNAP foram desenvolvidos para identificar os
diferentes alelos de um SNP via PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando
desenhos de iniciadores especificos (Drenkard et al., 2000). Embora existam
outros tipos de marcadores disponiveis para PCR, os SNAPs oferecem um
sistema de deteccdo mais acessivel por usar apenas um ensaio simples a base
de gel de agarose e ndo requerem o uso de enzimas de restricdo (Kim et al.,
2005).

Outro aspecto relevante € que os marcadores precisam ser efetivos,
eficientes e confiaveis. Para isso, € necessario que eles sejam validados, ou seja,
deve-se proceder a verificacdo de sua eficiéncia para aplicagdo em estudos
posteriores de selecdo de genotipos superiores (Alzate-Marin et al., 2005). Como
por exemplo, na selecéo assistida por marcadores moleculares (SAM) associada
aos métodos tradicionais de melhoramento, o que torna possivel a selecdo de
caracteristicas desejadas na cultura estudada diretamente no nivel de DNA
(Idress e Irshad, 2014). Dessa forma, estudos a respeito do fruto e de caracteres
gue |he agregam qualidade e valores bem como a sua caracterizagcdo molecular
tém sido um dos focos dos programas de melhoramento genético da cultura do

mamoeiro.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar e validar marcadores SNAPs associados a qualidade de fruto
em mamoeiro, buscando avaliar sua eficiéncia no processo de selecdo de
genotipos superiores para futura aplicacdo em selecdo assistida por marcadores

moleculares (SAM) nos programas de melhoramento da cultura.

2.2 Especificos

A. Avaliar fenotipicamente o banco de germoplasma com relacdo a
caracteristicas ligadas qualidade de fruto;

B. Fazer a analise molecular dos genétipos do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) da UENF/CALIMAN com os marcadores SNAPs para
gualidade de fruto;

C. Estimar a diversidade genética do BAG UENF/CALIMAN com os dados
fenotipicos e moleculares; e

D. Verificar a associagdo dos marcadores com os caracteres de qualidade

de fruto para valida-los.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Origem, disperséo, aspectos botanicos e reprodutivos do mamoeiro

O mamoeiro, de acordo com a classificacdo taxondmica de Badillo (2000),
pertence a classe das dicotiledéneas, subclasse Chichlamydeae, ordem Violales,
subordem Caricineae, familia Cariaceae, género Carica, espécie Carica papaya L.

A familia Cariaceae esta dividida em seis géneros nos quais sao inseridas
aproximadamente 35 espécies no total, sendo eles: género Cylicomorpha (duas
espécies), geralmente de grande porte, presentes na Africa ocidental; Horvitzia
(uma Unica espécie), espécie endémica do México; Jarilla (trés espécies), que
apresenta espécies de porte arbustivo perene, presente no México e na
Guatemala; Jacaratia (oito espécies), presente desde o sul do Brasil até o México;
Vasconcelea, com aproximadamente 20 espécies, sendo suas espécies
arboreas e 5% séo trepadeiras; e Carica, com uma unica espécie, Carica papaya
(Carvalho e Renner, 2012).

A respeito da origem da espécie C. papaya, estudos apontam que seu
centro de origem € dividido entre as regides do México, América Central e parte
norte da América do Sul (Agarwal et al., 2016). A hip6tese mais aceita sugere que
essa espécie tenha sido originada na regido Noroeste da América do Sul, mais
especificamente na porcdo superior da Bacia Amazobnica. Essa hipdtese é
sustentada pelo fato de que essa regido concentra alta diversidade de mamoeiro
(Badillo, 1971; Dantas et al., 2013).



Do ponto de vista boténico, o sistema radicular do mamoeiro € pivotante,
estendendo-se nos primeiros 30 cm de solo, contudo, em alguns casos, pode
alcancar camadas mais profundas do solo de até duas vezes sua altura (Dantas e
Castro, 2000). Além disso, 0 mamoeiro tem crescimento rapido, podendo atingir
alturas entre 3 e 8 metros, com caules de até 0,20 m de didmetro, normalmente,
eretos e marcados por grandes cicatrizes foliares (Srivastava e Singh, 2016).

Considerando o conjunto cromossdmico, 0 mamoeiro € uma planta diploide
com 2n=2x=18 cromossomos, caracterizada como trioica, indicando ocorréncia de
individuos com flores estaminados (caracteristica das plantas masculinas e
auséncia de frutos, a menos que sofra reversao sexual), pistilados (presente em
plantas femininas) e flores hermafroditas (decorrente de plantas com estruturas
sexuais tanto femininas quanto masculinas) (Medina e Cordeiro, 1994;
Damasceno et al., 2010).

A determinacdo sexual para as plantas do mamoeiro € regulada
geneticamente pelo emparelhamento dos cromossomos sexuais. As regides
ligadas a determinacdo destas caracteristicas comportam-se como um
cromossomo XY (Vanburen et al., 2015). Desse modo, as combinacdes
cromossOmicas para as plantas masculinas, femininas e hermafroditas sao XY,
XX e XYh, respectivamente (Liu et al., 2004; Ma et al., 2004).

A diferenciacdo morfolégica das plantas nas fases juvenil/vegetativa
depende da estrutura floral e da composicdo gendmica presente em seus
cromossomos sexuais. A existéncia de diferencas entre os cromossomos X e o
cromossomo Yh é responsavel pela diferenciacdo fenotipica entre as plantas
femininas e hermafroditas. Por outro lado, os cromossomos Y e Yh tém
aproximadamente 99,60% de semelhanca, o que torna dificil a explicacdo de
guais diferencas entre estas plantas sao responsaveis por seus fenétipos (Wang
et al., 2012; Liao et al., 2017). Todavia, ha indicios de que entre 0S Cromossomos
Y e Yh existem pelo menos dois genes, um responsavel pela formacdo do
pedunculo e o outro, pelo aborto do carpelo nas flores masculinas (Ming et al.,
2007).

O desenvolvimento na cultura do mamao é determinante para a producao
do fruto e dependente de fatores abidticos como temperatura, por exemplo. O
desenvolvimento satisfatorio dessas estruturas reprodutivas ocorre em

temperaturas na faixa de 22°C a 26°C (Souza et al., 2013), enquanto a



exposicao a temperaturas altas (40° C) ou baixas (15° C) causa deformacdes nos
frutos (Tamaki et al., 2011). Esse comportamento da cultura explica o fato de o
fruto do maméo ser considerado tipicamente tropical com ampla distribuigcao pela
América (Oliveira et al., 2011), principalmente no Brasil, onde o cenério é
favoravel para seu desenvolvimento.

Outro aspecto relevante é a reproducdo autégama facultativa com
cleistogamia do mamoeiro (Damasceno Junior et al., 2009), tornando viaveis o
cultivo e a exploracdo de hibridos e linhagens, conferindo uma grande vantagem
para a expansao da cultura.

Entretanto a escolha de cultivares para comercializacdo de mamoeiro é
limitada por conta de sua base genética estreita, o que dificulta a escolha de
novas opc¢des de comercializacdo (Marin, 2001). Por esse motivo, programas de
melhoramento genético do mamoeiro tém objetivado a ampliacdo da base
genética da cultura pelo desenvolvimento de hibridos e variedades com
caracteristicas de interesse, incluindo resisténcia a doencas, tolerancia a

variacfes ambientais, além de superioridade agronémica (Pereira et al., 2015).

3.2 Valor econdmico da cultura

O mamoeiro é uma fruteira de grande relevancia em razdo de suas
multiplas aplicacdes, sejam elas no consumo in natura ou em conservas e doces.
Os frutos tém alto teor de vitaminas, minerais e proteinas/enzimas, como a
carpaina e a papaina, bastante utilizadas na industria téxtii e na medicina,
respectivamente (Arango et al.,, 2010). Além disso, o cultivo e a producdo do
mamoeiro ocorrem durante todo o ano, proporcionando geracdo de empregos
regulares e fixos em todas as fases de manejo (Martins e Costa, 2003).

A producdo mundial de maméao esta concentrada no Brasil, Indonésia,
india, Nigéria e México (Araujo, 2017). O mamé&o vem se tornando cada vez mais
popular no mercado, tendo sido considerado, em 2018, a 17° fruta tropical mais
produzida no mundo (Statista, 2020) e a sexta fruta fresca a nivel nacional
(Mdc/Secex, 2020). A fruticultura brasileira € uma importante fonte de renda para
0 pais, tendo respondido por cerca de R$ 37 bilhdes de reais somente no ano de

2017. Desse total arrecadado, aproximadamente R$ 927 milhfes séo oriundos da



cultura do mamoeiro, representando mais de 4% de toda a producgédo (IBGE,
2020).

No Brasil, o mamoeiro é cultivado em todas as regides, destacando-se
como principais produtores os estados da Bahia (337,151 t.), Espirito Santo
(354,405 t.), Ceara (100,033 t.), Rio Grande do Norte (81,258 t.) e Minas Gerais
(50,061 t.) (IBGE, 2019). Somente no ano de 2018, a producao nacional alcangou
1,06 milhdes de toneladas, conduzindo o Brasil para o patamar de segundo maior
produtor e o terceiro maior exportador da fruta (Faostat, 2020).

Apesar de ndo mais se apresentar como um dos principais locais na
producédo e exportacdo do mamoeiro, foi na cidade de Monte Alto — SP, que a
producéo comercial dessa cultura teve inicio. A partir do ano de 1967, ocorreu um
processo de migracdo do cultivo da cultura para os estados do Para, Bahia e
Espirito Santo em virtude da incidéncia do virus ‘mosaico do mamoeiro’ (Ruggiero
et al., 2011).

Atualmente, os estados do Espirito Santo e Rio Grande do Norte sdo os
dois principais exportadores de mamao do pais. O estado do Espirito Santo
arrecadou o equivalente a US$ 15.400.000 com a exportacdo do mamoeiro (CNA,
2017).

3.3 Qualidade de fruto em mamoeiro

Os frutos do mamoeiro sdo reconhecidos por apresentarem respiracao
climatérica, ou seja, o processo de amadurecimento dos frutos continua mesmo
apos a sua colheita (Barros et al., 2019). Essa caracteristica fisioldgica viabiliza a
identificacdo do estadio de maturacédo e a determinacdo do momento adequado
de colheita, auxiliando o trabalho dos produtores (Fabi et al., 2012; Shen et al.,
2017; Zucchini et al., 2017). Além disso, a mudanca de coloracao dos frutos do
mamao € um atributo que esta diretamente associado a aceitacdo comercial
(Neves, 2019).

Outra caracteristica apreciada pelos consumidores refere-se a firmeza da
polpa ou do fruto do maméao (Cuquel et al., 2012). Esses caracteres de qualidade
de fruto séo importantes na cadeia de producdo da cultura, pois estdo associados

ao amadurecimento dos frutos, o que reduz a vida util pos-colheita, revelando-se



um grande obstéaculo a ser superado nas etapas de armazenamento e transporte
da producgéao a longas distancias (Hanif et al., 2020).

A firmeza atribuida aos frutos do mamao é decorrente da constituicdo da
sua parede celular composta por polissacarideos como [(-glucanos,
galacturonanos, arabinanos e galactanos, além de compostos secundarios
adicionais como glicoproteinas, enzimas, minerais e compostos fendlicos. A polpa
por sua vez € formada por celuloses, hemicelulose e pectinas, principalmente
galacturanas. A degradacédo e a solubilizacdo desses componentes contribuem
para reducdo da adesdo entre as células, resultando na perda de consisténcia,
deixando os frutos amolecidos durante o amadurecimento (Shiga et al., 2009).

Para caracteristicas de firmezas, os alelos recessivos, em sua grande
maioria, atuam para o aumento da média dessa variavel, enquanto para o teor
de sélidos soluveis, os alelos dominantes s&o 0s que mais contribuem para este
aumento (Cardoso et al.,, 2015). Quando se trata de regibes gendmicas
associadas a qualidade de fruto, Bohry et al. (2021) encontraram SNPs e InDels
relacionados a qualidade do fruto em, aproximadamente, 143 genes
potencialmente associados ao processo de amadurecimento dos frutos, tendo
sido 55 deles associados a parede celular.

O teor de solidos soluveis e a acidez titulavel sdo importantes na avaliacdo
da qualidade do fruto, pois contribuem para o seu sabor mais harmonico (Kader,
1999). Outro aspecto é a variacdo de pH dos frutos, sendo mais apreciados
aqueles que tém baixos valores de acidez e elevada quantidade de teor de
sélidos soluveis (Reis et al., 2015), que estao relacionados com a quantidade de
acucar presente na polpa do fruto (Barros et al., 2019), ou seja, quanto maior a
concentracdo de teor de sélidos solluveis, mais adocicada sera a polpa (Nunes et
al., 2017).

Esse carater adocicado dos frutos tem heranca complexa, regulada por
diversas regibes QTLs (Quantitative Trait Loci), sendo objeto de estudo em
diversas frutiferas como morango e maca (Lerceteau-Kohle et al., 2006; Guan et
al., 2015). No mamao, o mapeamento de regides génicas relacionadas ao teor de
acucar do fruto identificou cinco QTLs associados a caracteres de firmeza do fruto
(endocarpo, mesocarpo, epicarpo), manchas na casca, largura e comprimento do

fruto e dogura da polpa (Nantawan et al., 2019).
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3.4 Diversidade genética no melhoramento de plantas

Estudos de diversidade genética sdo de fundamental importancia para a
conducéo dos trabalhos dos melhoristas e para as atividades de conservagao em
bancos de germoplasma. A obtengdo das medidas de dissimilaridade entre os
acessos fornece ao curador subsidios em atividades de selecdo de genitores
promissores para cruzamentos, gerando hibridos com caracteristicas desejaveis,
além de eliminar duplicatas na colecéo (Cruz et al., 2014).

A estimativa da diversidade genética fundamenta-se na variacdo existente
entre os acessos analisados. A obtencdo de dados geralmente envolve medidas
numéricas, distribuicbes por classes ou combinacdes de multiplas variaveis
(Mohammadi et al., 2004), incluindo as de natureza quantitativa (altura de planta,
peso dos frutos, numero de sementes, dias para floracdo etc.) e qualitativa (cor e
formato de fruto, presenca ou auséncia de caracteristica especifica e marcador
molecular) (Goncalves et al., 2009).

Desse modo, diferentes abordagens metodoldégicas sdo empregadas para
estimar a distancia genética entre individuos, a exemplo das variaveis candnicas
componentes principais, métodos aglomerativos (método de ligacdo meédia entre
0s grupos), Tocher etc. A escolha do método varia de acordo com a organizacao
e a forma de obtencdo dos dados, (Cruz et al., 2014), sejam eles
morfoagronémicos, morfolégicos ou moleculares (Bered et al., 2002).

Na cultura do mamoeiro, estudos de diversidade genética ja& vém sendo
feitos em acessos pertencentes a banco de germoplasma visando a sua
aplicacdo em programas de melhoramento genético, como, por exemplo: Ramos
et al. (2012), que avaliaram a distancia genética entre progénies segregantes
utilizando marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat); Saran et al. (2015), que verificaram a variabilidade em
acessos de um banco de germoplasma na india, também utilizando marcadores
RAPD, ISSR e caracteres morfoagrondmicos; e Vivas et al. (2018), que
analisaram a diversidade entre linhagens e sua relacdo com resisténcia a

doencas.
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3.5 Melhoramento genético do mamoeiro

Os primeiros trabalhos genéticos envolvendo a cultura do mamoeiro foram
feitos para elucidar o mecanismo de funcionamento da heranca do sexo da
cultura (Hofmeyr, 1938; Storey, 1938; Horovitz, 1954). A partir de entdo, estudos
foram desenvolvidos com diferentes abordagens, visando a obtencdo de
gendtipos superiores que elevem o valor econémico da cultura, aspecto bastante
apreciado em programas de melhoramento de plantas (Borém e Miranda, 2009).

Apesar de o mamoeiro ndo ser nativo do Brasil, essa cultura representa
uma das principais frutiferas no cenéario nacional em razdo da  sua ampla
adaptacdo as condicbes endafoclimaticas do pais. Todavia poucos sdo 0s
programas de melhoramento genético direcionados ao desenvolvimento de
cultivares. Por esta razao, até alguns anos atras, toda area destinada a producéo
do Brasil era cultivada com hibridos oriundos da importacdo de sementes (Pereira
et al., 2020).

As principais instituicbes responsaveis pela pesquisa na area de
melhoramento genético do mamoeiro no Brasil sdo: Instituto Capixaba de
Pesquisa e Extensdo Rural (INCAPER), no estado do Espirito Santo; Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Mandioca e Fruticultura),
localizada no estado da Bahia; e Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), localizada no estado do Rio de Janeiro.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF
estabeleceu o programa de melhoramento genético do mamoeiro em parceria
com a Empresa Caliman Agricola S/A, em meados de 1996, objetivando o
desenvolvimento de genotipos superiores para contribuir com o agronegdécio
nacional. O programa sustenta-se em seis pilares basicos: melhoramento
classico, utilizacdo de ferramentas citogenéticas, genética molecular, fisiologia
pos-colheita, resisténcia a doencas e bioinforméatica (Pereira et al., 2020).

Desse modo, foi possivel o desenvolvimento de diferentes pesquisas
dentro do programa de melhoramento genético da UENF, incluindo pesquisas
relacionadas aos aspectos morfo-anatbmicos das sementes (Santos et al., 2009),
aspectos citogenéticos basicos e aplicados (Damasceno Junior et al., 2008, 2009,
2010; Freitas et al.,, 2013), conversdao sexual (Silva et al., 2007), sexagem

molecular (Duarte et al., 2020), diversidade genética (Ramos et al., 2011, 2012),
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heterose (Cardoso et al., 2015), selegcéo recorrente (Santa-Catarina et al., 2020),
controle genético (Cardoso et al., 2015), desenvolvimento de linhagens (Cortes et
al., 2019), fenotipagem baseada em imagem digital (Cortes et al., 2017; Santa-
Catarina et al., 2018), capacidade combinatéria (Barros et al., 2017), topcross
(Vettorazzi et al., 2021), analise dialélica (Cardoso et al., 2017), identidade
genética (Pirovani et al., 2018), fisiologia em pdés-colheita (Silva et al., 2015),
analise protebmica (Vale et al., 2014, 2016), resisténcia a doencas (Vivas et al.,
2010, 2011, 2014, 2015; Oliveira et al., 2018), identificagdo de marcadores
moleculares ligados a qualidade de frutos (Bohry et al., 2021), entre outros.

Durante os 20 anos de conducao do programa de melhoramento genético
da UENF, foram desenvolvidos e langados mais de 21 hibridos, registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Entre esses
hibridos, pode ser citado o hibrido ‘UENF/CALIMAN 01’, também conhecido como
‘Calimosa’, amplamente comercializado no Brasil. Todos os hibridos obtidos
nesse programa de melhoramento representam novas opcfes de tamanho,
gualidade e rendimento dos frutos para os produtores nacionais (Pereira et al.,
2015; Pereira et al., 2018). Entre as 63 cultivares disponiveis para os produtores
brasileiros no MAPA, 21 séo oriundas do programa da UENF em parceria com a
Caliman Agricola S/A (Azevedo, 2019).

3.6 Marcadores moleculares no melhoramento genético

O emprego de marcadores é uma ferramenta util para deteccdo de
variaces no genoma e analise mais detalhada do funcionamento genético das
plantas (Borém e Caixeta, 2009). Esses marcadores sdo subdivididos em dois
grandes grupos, 0s que agem através da hibridacdo, aqueles que se utilizam da
amplificacdo e os oriundos de sequenciamento (Zolet et al., 2017).

O desenvolvimento dos marcadores moleculares ocorreu em paralelo com
0s avancos da genbmica, possibilitando sua aplicagdo no melhoramento genético
e na obtencao de novas cultivares (Moose e Mumm, 2008). Entre as formas como
0os marcadores podem ser empregados, uma comumente utilizada é o
mapeamento genético ou mapa de ligacdo, definido como agrupamento estrutural

de genes, cuja distancia € estabelecida pelos marcadores (Scuster e Cruz, 2004).
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Os mapas genéticos podem ser compostos por diferentes tipos de
marcadores, desde os baseados em hibridizacdo, como RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), até aqueles baseados em PCR, como RAPD,
SSR (Simple Sequence Repeats), SCAR (Sequence Charaterized Amplified
Region) e SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Este ultimo marcador vem
sendo mais utilizado para esta finalidade pela sua abundancia nos genomas
animais e vegetais (Khlestkina e Salina, 2006), pela rapidez de obtencédo e
economia de tempo para os programas de melhoramento (Steemers e
Gunderson, 2007).

Além disso, os SNPs apresentam elevado polimorfismo, o que permite a
geracdo de um volume consideravel de informacdo genética a cada ensaio
realizado (Chagné et al., 2007). S&o marcadores geneticamente mais estaveis e
passiveis de automatizacdo (Vignal et al., 2002). Por esse motivo, vem se
tornando cada vez mais frequente a utilizacdo de marcadores SNAPs, oriundos
de marcadores SNPs, tendo como base as regifes que os circundam.

O marcador mais simples que pode ser desenvolvido utilizando SNP € o
polimorfismo de Unica base amplificado (SNAP) (Pesik et al., 2017). Esses
marcadores podem ser aplicados para analisar a diversidade genética, analise de
parentesco entre plantas, disperséao polinica (Singh et al., 2013; Larekeng et al.,
2015) e mapeamento genético de caracteristicas de interesse (Xu et al., 2007). E
um meétodo rapido, simples, e confiavel quando comparado com o0s meétodos
tradicionais de caracterizacao (Drenkard et al., 2000).

Os marcadores SNAPs sao caracterizados como primers que contém uma
Unica incompatibilidade de base com a extremidade 3' de um alelo (o alelo
especifico) (Kim et al., 2005). Apo6s a amplificacdo por PCR, os SNPs podem ser
facilmente genotipados pela deteccdo de presenca ou auséncia dos produtos de
PCR em géis de agarose padréo (Xu et al., 2007).

Com a ampla utilizacdo de mapas genéticos e a continua descoberta de
marcadores ligados a fenétipos importantes dentro dos cruzamentos, uma nova
fase da tecnologia de marcadores deve ser levada em consideracéo: a validacao
dos marcadores associados a caracteristicas de interesse. Esse processo de
validacdo se mostra de suma importancia para avaliar a utilidade das pesquisas e

relatorios publicados (Sharp et al., 2001), além de ser necessario para que uma
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selecdo assistida por marcadores seja aplicada no programa de melhoramento

genético (Silva et al., 2007).

3.7 Validag&o de marcadores moleculares

Marcadores moleculares tém ampla aplicabilidade no melhoramento
genético. Na cultura da goiabeira, marcadores SSR foram utilizados para mediar o
acesso a regides genéticas de interesse em popula¢cdes oriundas de cruzamentos
interespecificos (Santos et al., 2020). J& no mamoeiro, marcadores moleculares
foram empregados para sexar plantas através de sementes (Duarte et al., 2020).

Os SNPs, por sua vez, ja foram aplicados em trabalhos de
sequenciamento, diversidade genética e estrutura populacional de trigo (Kumar
et al., 2020). Além disso, esse marcador possibilitou selecionar regibes génicas
relacionados a producdo de glutenina, permitindo a identificacdo precoce de
subunidades que apresentavam alto peso molecular (Ravel et al., 2020).

A utilizacdo de marcadores moleculares oriundos de sequenciamento vem
crescendo cada vez mais pela facilidade de automacéao (Anderle, Guimaraes e
Kawakami, 2021), abundancia no genoma (Khlestkina e Salina, 2006) e
especificidade. Todavia, no melhoramento genético, a utlizacdo desses
marcadores em selecao de gendtipos necessita de maior confiabilidade.

A identificacdo de marcadores candidatos € iniciada com a criacdo de
mapas de ligacdo por meio da identificacdo de QTLs, podendo estes candidatos
ser oriundos do sequenciamento de populacbes segregantes com numero de
individuos variando de 50 a 200 (Mohan et al., 1997). Apés a identificacdo de
QTLs, regides génicas associadas ou localizadas nesses locos tém suas
sequéncias sintetizadas em primers. Por se tratar de pontos Unicos no genoma,
alteracdes especificas que interagem com a expressao do gene, normalmente
sdo utilizados os marcadores SNPs (Koebner e Summers, 2003). E entdo, para
gue esses marcadores sintetizados sejam considerados adequados para
estudos de Selecdo Assistida por Marcadores (SAM), € necessario que eles
sejam validados (Sharp et al., 2001).

Na etapa de validagao, busca-se verificar a especificidade dos marcadores
produzidos para diferenciar os genétipos analisados com base no fenétipo

associado. Para isso, sdo necessarias avaliagbes comparativas de natureza
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morfolégica e molecular na populagdo na qual os marcadores foram identificados
(Trebbi et al., 2019). Em alguns casos, esses marcadores sdo gerados em
populacdes oriundas de cruzamentos extras (Kim et al.,, 2018), verificando a
complementariedade dos resultados obtidos por ambas, e, assim, observar se 0s
marcadores sdo realmente relacionados com as caracteristicas em questao.

Dessa forma, é importante que as etapas utilizadas em um estudo de
validacéo sejam realizadas de forma correta e apresentem resultados fidedignos,
tornando possivel que, ao obter os padrbes moleculares por parte dos
marcadores, os resultados fenotipicos sejam entdo comparados. Tal como pode
ser percebido no trabalho de Kim et al. (2018), que estudaram a resisténcia a
murcha bacteriana em tomate e observaram presenca de padrbes moleculares
em plantas avaliadas como resistentes nas analises fenotipicas.

O trabalho de Singh et al. (2015) também validou marcadores utilizando
mais de uma populacao, tendo utilizado trés populagdes ao todo, contando com
aquela da qual os marcadores foram identificados e sintetizados. Os
pesquisadores deste trabalho identificaram marcadores eficientes na identificacao
de genotipos resistentes e susceptiveis a ferrugem branca em mostarda indiana
(Brassica juncea L.). A depender de qual analise se esteja fazendo, a validacao
pode se dar ndo somente por comparacado molecular-fenotipica, mas também por
verificacdo de padrées cromossdmicos ja conhecidos e pela presenca de
marcadores moleculares nesta regido, por meio de técnicas fluorescentes (Cseh
et al., 2019).

Portanto, etapas de avaliacdo fenotipica e genotipica sdo comuns a todo
processo de validacdo. Estudos nessa vertente sdo importantes, pois € durante
essa etapa que é verificada a eficacia dos marcadores na determinacdo do
fendtipo em diferentes origens genéticas e em novas populacbes, distintas
daquela em que a ligacdo marcador-caracteristica foi originalmente estabelecida
(Barr et al., 2000).

Apés a realizacdo das etapas de validacdo, as analises que podem ser
feitas para a avaliacdo conjunta dos resultados, tanto fenotipicos quanto
moleculares, sdo as analises de modelos lineares, como o trabalho de Chen et al.
(2021), que utilizaram modelos lineares na avaliagdo de acessos do género
Populus por intermédio de dados obtidos através de marcadores moleculares

7

SNPs. Outro exemplo é o trabalho de Tolhurst et al. (2019), que fez uso de
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modelo linear multiplo em programa de melhoramento de diversas espécies

arboricolas em multiambiente.

3.8 Selecgéo assistida por marcadores moleculares (SAM)

A avaliacdo e a classificacdo de uma planta como comercial ou néo
comercial sao feitas com base na verificacdo de suas caracteristicas de interesse
agrondmico (Capistrano et al., 2021; Meier et al., 2021). Nesse processo, Sao
considerados os marcadores morfologicos, porém, com o avanc¢o das tecnologias,
tem se tornado cada vez mais comum a utilizacdo de marcadores moleculares
para avaliar e selecionar plantas superiores.

A Selecao Assistida por Marcadores (SAM) € uma técnica baseada na
selecdo de genotipos que apresentam caracteres desejaveis pela sua avaliagao
por marcadores genéticos (Collard et al., 2005). A utilizacdo destas ferramentas
no melhoramento de plantas, quando desenvolvidas corretamente, aumenta a
eficiéncia e a eficacia da obtencdo de plantas superiores, em comparacdo com
outros métodos convencionais, visto que os marcadores genéticos nao sofrem
influéncia do ambiente em sua expressao e podem estar intimamente ligados aos
genes ou QTLs de interesse (Ribaut et al., 1997; Collard et al., 2005).

Entre as vantagens apresentadas pela aplicacdo da SAM, Collard et al.
(2005) apontam economia de tempo com substituicdes e cuidados do campo por
analises moleculares que podem ser feitas no estadio inicial das plantas,
eliminacdo de sucessivas avaliacbes morfolégicas feitas em razdo dos efeitos
ambientais, diminuicdo do efeito de transferéncia de genes indesejaveis e
deletérios, selecdo de caracteristicas de baixa herdabilidade e rapidez na

avaliacdo por ser feita ainda na fase de plantula.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material genético e area experimental

Foram analisados 41 gendtipos pertencentes ao banco ativo de
germoplasma da UENF (BAG-UENF/Caliman) (Tabela 1). O plantio do BAG foi
estabelecido no municipio de Linhares — ES, sem utilizacdo de delineamento. O
experimento contava com 0s genotipos semeados em linhas, tendo sido cada
gendtipo semeado em 10 pontos distintos do experimento, repetidos em
sequéncia numa mesma linha sem aleatorizacao e sem divisdo de blocos.

O banco é montado rotineiramente para renovacdo das sementes, tendo
sido o plantio feito em 2017 e o mais recente, em 2020. Os dados morfoldgicos
utilizados nessa pesquisa foram mensurados segundo avaliacdo das imagens
digitais do banco plantado em 2017 pelo fato de neste ano as condi¢cdes
experimentais terem sido menos agravantes e o numero de frutos avaliados por
gendtipo ter sido mais homogéneo (proximo de cinco frutos por planta), tendo o
material genético sido extraido das folhas coletadas no experimento de 2020,
ano de realizacdo desta pesquisa.

Foram coletadas folhas das repeticbes de cada genoétipo ao longo das
linhas e da jungc&o do material em um anico envelope, cerca de trés a cinco folhas
de cada gendtipo, com exceg¢do dos genotipos dioicos, que tiveram folhas
coletadas e reservadas separadamente em razdo da existéncia de variagdo

genética entre as diferentes plantas. ApGs a coleta do material foliar no campo
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experimental da empresa Caliman, as folhas foram levadas para a UENF, onde
foram mantidas em freezer -80° C no Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV).

Tabela 1. Genotipos do banco de germoplasma do mamoeiro — UENF/Caliman,
codigos de acessos, denominacgfes estabelecidas no banco germoplasma, grupo
heterético e tipo de populacéo.

o . ~ Tipo de
Genotipo Denominagéo Grupo populacio

BAG1 Caliman M5 Formosa G|n0|co-.
Andromonoico

BAG?2 Sunrise solo 783 Solo G|n0|co-_
Andromonoico

BAG3 Costa rica Formosa G|n0|co-_
Andromonoico

BAG4 Triwa ET Formosa Ginoico-
Andromonoico

BAG5 Diva Formosa G|n0|co-_
Andromonoico

BAG6 Grampola Formosa Ginoico-
Andromonoico

BAG7 Surinse Solo Solo G|n0|co-_
Andromonoico

BAGS Caliman AM Solo G|n0|co-_
Andromonoico

BAG10 Caliman SG Solo G|n0|co-_
Andromonoico

BAG13 Kapoho Solo (polpa Solo G|n0|co—_
amarela) Andromonoico

BAG14 Baixinho (,j‘? Santa Solo G|n0|co—_
Amalia Andromonoico

BAG15 Sunrise Solo TJ Solo Ginoico-
Andromonoico

BAG16 Tailandia Formosa G|n0|co-_
Andromonoico

BAG17 S#o Mateus Solo Ginoico-
Andromonoico

BAG18 Kapoho Solo (polpa Solo G|n0|co-'
vermelha) Andromonoico

BAGL9 Sunrise solo (Sel. Solo Ginoico-

Caliman) Andromonoico
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Gendétipo Denominagéo Grupo Tipo deN
populacao
BAG23 Maraglql (orig. Formosa G|n0|co-'
México) Andromonoico
Maradol (grande Ginoico-
BAG24 lim&o) Formosa Andromonoico
. Ginoico-
BAG26 Baixinho Super Solo Andromonoico
BAG27 Americano Formosa Ginoico-
Andromonoico
Ginoico-
BAG29 STZ-52 Formosa Andromonoico
BAG32 Cariflora 209 Formosa Dioico
BAG33 Golden tipo Formosa G|n0|co-_
Formosa Andromonoico
BAG34 STZ-03 peciolo Formosa G|n0|co-_
curto Andromonoico
Sta Helena lll — trat Ginoico-
BAG3S 12aplt07x Formosa Andromonoico
Sta Helena lll — trat Ginoico-
BAG36 11aplt08x Formosa Andromonoico
Sta Helena Il —trat Ginoico-
BAG38 02 plt 01x Formosa Andromonoico
Sta Helena lll — trat Ginoico-
BAG39 14 plt 05x Formosa Andromonoico
Sta Helena lll — trat Ginoico-
BAGA0 15 plt 04x Formosa Andromonoico
Sta Helena lll — tra Ginoico-
BAGAL 04 plt 02x Formosa Andromonoico
Sta Helena lll — trat Ginoico-
BAGA2 12b plt 06x Formosa Andromonoico
BAG43 Papaya 42 formosa Formosa G|n0|co—_
Andromonoico
BAGA4 Papaya 45 Formosa Formosa G|n0|co—_
roxo Andromonoico
BAGA45 Papaya 46 claro Formosa G|n0|co-_
Andromonoico
BAG46 Furto médio verde - Ginoico-
Andromonoico
BAG50 Lacia e Ginoico-
Andromonoico
BAG51 Parreitena = - Ginoico-

Andromonoico
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Tabela 1 — Cont.

Gendétipo Denominagéo Grupo Tipo deN
populacao
BAG53 Grand golden Solo Ginoico-
Andromonoico
Gendtipo 39 plt 03 bl Ginoico-
BAGS6 Il — Laercio Andromonoico
BAG58 Cimarron - Dioico
THB THB e Ginoico-

Andromonoico

4.2 Avaliagéo fenotipica

4.2.1 Caracteristicas avaliadas

Foram avaliadas a partir de cinco frutos por gendtipo as seguintes
caracteristicas: peso médio de fruto (PMF), expresso em gramas; firmeza de fruto
(FF), expressa em newton (N); firmeza de polpa (FP), também expressa (N); teor
de solidos soluveis (TSS), expresso em °Brix; comprimento de fruto (CF);
diametro de fruto (DF); comprimento da cavidade ovariana (CCO); diametro da
cavidade ovariana (DCO); espessura de fruto (EP), todos estes ultimos
expressos em centimetros; volume de polpa (VP), expresso em cm?3; e
porcentagem de volume de polpa (%VP), expressa em porcentagem.

O processo de caracterizacdo se deu por meio de fenotipagem por imagem
digital, seguindo o modelo estipulado por Santa-Catarina et al. (2018) para sete
das caracteristicas avaliadas (CF, DF, CCP, DCO, EP, VP e %VP), obtidas por
meio de escaneamento digital (Figura 1), através do programa Image J.

As plantas tiveram seus frutos em estadio 1 retirados e levados para o
laboratorio de avaliacdo da empresa Caliman Agricola, onde tiveram uma parte de
suas caracteristicas mensuradas (FF, FP, TSS, PMF) e seus frutos fotografados
para avaliacdo pelo programa computacional Image J. Ao todo, 12 variaveis

ligadas aos frutos do mamoeiro foram avaliadas.
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Figura 1. Avaliacdo fenotipica das caracteristicas ligadas ao fruto, utilizando o
programa Image J. Frutos pertencentes aos genétipos BAG 7 (Surinse Solo) e
BAG 53 (Grand Golden).

A avaliacdo fenotipica das variaveis ocorreu com a utilizacdo de aparelhos
especificos. Para a mensuracdo do peso dos frutos foi utilizado uma balanca
digital. As firmezas de polpa e de fruto foram realizadas com o auxilio de um
penetrobmetro de bancada (Fruit Tester, Italy; modelo 53205). A utilizacdo desse
equipamento baseia-se na perfuragdo do fruto avaliado em trés pontos
equidistantes de cada face, sendo que, para a firmeza do fruto, esses pontos
apresentavam uma distancia de 0,5 cm da casca, e o valor alcancado tem sua
unidade de medida em Newton (N), sendo necesséario retirar a média das
mensuracdes para cada fruto.

O teor de sdlidos soltveis foi mensurado utilizando um refratdmetro portatil
ATAGO N1, que tem leituras na faixa de 0 a 32°, equipamento no qual ocorre a
mensuragdo indireta da quantidade de acUcares contida no suco do fruto, a
unidade de medida dessa variavel € dada em °Brix. E as demais caracteristicas

avaliadas nesse estudo foram todas estipuladas.
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4.3 Anélise Molecular

4.3.1 Isolamento do DNA gendmico

A extragdo do DNA gendmico das 41 amostras pertencentes ao banco de
germoplasma da UENF/Caliman ocorreu no Laboratério de Melhoramento
Genético Vegetal (LMGV) e seguiu o protocolo CTAB (Cetyltrimethylammonium
bromide), descrito por Doyle & Doyle (1990). As amostras foram coletadas no
campo experimental da Caliman agricola, em Linhares — ES, e encaminhadas
para o LMGV em recipiente térmico especializado, com identificacbes de cada
genotipo em seus respectivos envelopes de aluminio.

O DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1%, sob
amperagem constante de 0,40 para averiguacdo da qualidade por meio de perfil
eletroforético das bandas obtidas e, em seguida, foi feita a quantificacdo das
amostras utilizando o software GelQuant. Apos quantificado, o DNA foi diluido

para uma concentragdo de 5 ng yL* para compor a solugéo trabalho.

4.3.2 Analise viareacao em cadeia de polimerase (PCR)

Os 12 marcadores moleculares utilizados nesta pesquisa (Tabela 2) foram
selecionados com base no trabalho de Bohry et al. (2021), levando em
consideracdo as caracteristicas a que eles estavam associados, priorizando
aqueles que estavam associados a qualidade de fruto em mamoeiro. Ao todo,
foram selecionados sete marcadores SNPs associados a genes relacionados com
a constituicdo da parede celular, dois marcadores relacionados com genes de
vias de transducédo de sinal e a horménios vegetais, dois pertencentes a familias
de proteases e um relacionado a fatores de transcricdo envolvidos nesses
processos.

A identificacdo e analise dessas regides ocorreu pela identificacdo de
mutacdes de base uUnicas (SNPs), localizadas dentro ou préximo aos genes em
guestdo. Para a analise desses SNPs, foi utilizada a verificagdo das regides
circunvizinhas da mutacdo pela sintese e andlise de marcadores SNAPs

relacionados (Bohry, 2022).
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Tabela 2. Marcadores selecionados contendo sua definicdo e suas respectivas

caracteristicas de associacéo.
Caracteristica

Marcador relacionada Definicdo
1 Parede Celular Pectate lyase
5 Parede Celular Polygalacturonase 1 (FJ007644.1)
6 Parede Celular Beta-galactosidase (EU650664.2)
8 Parede Celular Endoglucanase [DB3] 8-like
10 Parede Celular Beta-fructofuranosidase
12 Parede Celular Beta[DB4] -D-xylosidase 5
13 Parede Celular Beta glucosidase
Hormonios de _ N _ )
14 o Ethylene-insensitive 4-like protein
sinalizacéo
15 Fator de Transcrigédo NAC [DB26] domain protein
- Subtilisin[DB20] -like serine endopeptidase family
16 Familia de protease )
protein
17 Familia de protease Cysteine [DB21] proteinases superfamily protein
Hormonios de
20 Ethylene receptor (AF311942.1)

sinalizacéo
Fonte: Bohry et al. (2021).

Para isso, foi verificada a sequéncia genémica da regido onde o SNP se
encontra e feita a sintese dos marcadores, com base em iniciadores forward e
reverse para cada alelo do loco. Os SNPs foram identificados pela analise de
variantes entre dois genotipos parentais de uma populacdo de mapeamento (P1 =
Sekati; P2 = JS12) (Bohry et al., 2021.), a partir dos quais foram desenvolvidos os

“an

marcadores SNAPs. Assim, os SNAPs designados como “s” s&o aqueles

identificados no gendtipo Sekati, enquanto os designados como “j” sdo oriundos
do gendtipo JS-12 (Tabela 3).



Tabela 3: Marcadores SNAPs analisados contendo suas respectivas sequéncias, tamanho do amplicon e alelo especifico.

marcador  AlelosS Sequencia do primer NB Tompicon do aneiaments

1s T F AATGTACAAAATCAGGAATCA 21 421 48°
R ATCCACCCCTAAATAAATAA 20

1j G F AACAAGTAGAACCTGTAAAGAG 22 269 48°
R AAATTAGAAGTGAGGTTGGT 20

5s G F AGTTTCATATATAAAAAAAAAAAGAG 26 145 51°
R ACGAATGAGAAATAATCAAAATA 23

5j C F TTCCTTTTAGATAATATTCTTTTAAG 26 266 50°
R CCGAATCACGTTGCTTATA 19

6s T F TACTTTTAACGCACCCGT 18 278 51°
R AAGCAGCTTTGTTAAACACA 20

6] C F AAAGCTAATGGATCATTACATG 22 135 55°
R CATTTGGTACAAGGTGAGG 19

8s T F ATATATGCTACATCACGTGCTT 22 449 58°
R ATTTGACCGTTGATGACCT 19

8] C F ACAAAATCACAAGTGTCTGAAG 22 315 51°
R CTAAAAACTAGGGTCCAACAT 21

10s G F TGAATGAAAGCAGAATTCATATG 23 414 55°
R TGATCAAATCACGTTTGTATCAT 23

ve



Tabela 3 — Cont.

r’:gmg;& Alelos S Sequéncia do primer NB Taan;]apqrczgo gg?glearg?;;

10j C F GCGAAGGTTAAAGTTTCGG 19 108 55°
R ACAGTAGGCTCCGTTGTTGT 20

12s T F CATCGGTCCGTTGTTTCTT 19 266 55°
R AGACATGACCATGAGACCAAAC 22

12] G F TTGACCTCGTTATCGGAATC 20 432 55°
R ATTGTCAGTCCATTTTCTGTCTT 23

13s G F CATTTTATTAATTAACCGCCC 21 494 55°
R TGTTTGTTTGCTTACCGCTA 20

13] A F TTGGATGAGGTATGAAGCCA 20 380 55°
R GGTCGTCTTGATCTGAAATGAT 22

14s T F CCTTATCCCTTTATGGGTTGTAT 23 145 55°
R TTTTAGGAGGAAAGAAAAAGAAA 23

14 C F TTCCCCAAATTCCGAGAG 18 499 53°
R TGGATGCAGGAGAGAAGGTA 20

15s G F TATAGAATTTTTCATTTGTAGGC 23 447 51°
R CTTTTGCAGATTCACATGTT 20

15j A F TTCTTCTCCTTCCCTACCTA 20 315 51°
R TGATGGTTTTTAGTGGATGA 20

16s T F AACTCTATCTTAGGATTTCGGT 22 357 55°
R GTTTTGTTTCTTAAGTTTCCC 21

14



Tabela 3 — Cont.

r’:gmg;& Alelos S Sequéncia do primer NB Taan;]apn”hcc;go gg?glearg?;;

16j C F TGTAAAATGTTGAATCATTAGTG 23 183 51°
R GCGGGAATACTAGAGTTAATC 21

17s T F TAGAGGTTCCTTATGGGTAGTA 22 217 51°
R CCTATATAAAAACACGTTTACTTAG 25

17] C F CCTTATATATTACATTACATATTTGC 26 119 51°
R ATATAGGGAAATGAAGATAAGAGA 24

20s A F AGCTTATGGAGCAGAATATT 20 398 48°
R GTAACAGGTGAGTGATGTGA 20

20j T F ACGAGCCAAATTTAAGACT 19 326 48°
R TGTGAGAATAGCGTCTGTAG 20

S: alelos oriundos do genotipo Sekati; J: alelos oriundos do gendtipo JS12.

9¢
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As reacOes de amplificacdo via PCR foram feitas com um volume final de
13 L, contendo 10ng de DNA, 1X de Tri-base, 0,2 mM de dNTPs, MgCl. variando
entre concentragbes de 1 e 1,5 uL, 1yL de cada primer, 0,75 U de Tagq DNA
polimerase. As amplificagbes foram feitas em termociclador Gradiente
Eppendorf®, conforme o seguinte programa: desnaturacdo de 94°C por 5
minutos, seguido de 28 a 35 ciclos de 94°C por 1 minuto de desnaturacgao,
anelamento do primer por 30 segundos a temperaturas variando de acordo com
cada primer (Tabela 3), e 72°C por 3 minutos para extensao, seguido de uma
extensao final de 72°C por 7 minutos.

Os produtos da amplificacdo foram corados com mix de GelRed + Blue
juice (1:1) e separados por eletroforese em gel de agarose de alta resolucao a 4%
em tampdo de corrida TAE 1X, sob amperagem fixa de 0,40 A e voltagem
variando entre 100 e 116 V. Posteriormente, os géis foram visualizados sob luz
ultravioleta e as imagens, capturadas pelo sistema MiniBis Pro de

fotodocumentacao.

4.4 Andlise estatistica

4.4.1 Dados fenotipicos

Foram estimados a média, os valores maximos e minimos, o desvio padrao
(DP) e o coeficiente de variacdo (CV%). As relacfes existentes entre 0s acessos
foram determinadas utilizando analise de componentes principais (PCA). O PCA
bidimensional nos genoétipos do banco foi criado utilizando os dois primeiros
componentes principais (Dim 1 e Dim 2).

Estimou-se a distancia genética euclidiana média e obteve-se a matriz de
dissimilaridade através do programa GENES (Cruz, 2006). Em seguida, os
dendrogramas gerados pelos dados fenotipicos foram obtidos pelo método de
ligacdo média entre os grupos (UPGMA). Para o estabelecimento dos grupos, foi
utilizado o método de mojena (Mojena, 1977), assumindo o valor constante de k
igual ao valor do coeficiente de correlacdo cofenético. Tal método se baseia na
selecdo do numero de grupos no estadio j que, primeiramente, satisfaz a
inequagado aj > 6k, em que aj € o valor de distdncias dos niveis de fusao

correspondentes ao estadio j (j =1, 2, ..., n) e 6k € o valor referencial de corte,
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expresso por 8k = a + koa, em que a e da sdo, respectivamente, as estimativas
nao visadas da média e do desvio padrao dos valores de a, e k € uma constante.
Dessa forma, o método ndo necessita do conhecimento prévio da conformacao
dos grupos.

As analises estatisticas foram feitas no software R, utilizando os pacotes
factoextra e FactoMineR (Irnawati et al., 2021), ggplot2 (Hamilton & Ferry, 2018),
ggcorrplot (Deng et al., 2021), psych, ape, cluster, dendextend, circlize e magrittr
(R Development Core Team, 2018).

4.4.1.1 Dados fenotipicos ligados aos marcadores moleculares

Foram feitas andlises estatisticas de agrupamento e dissimilaridade
genética, considerando apenas quatro das 11 caracteristicas avaliadas (FF, FP,
EP, TSS). O critério utilizado para escolha de tais caracteristicas foi  sua
potencial associagdo com os marcadores SNAPs que se deseja validar neste
trabalho.

A realizacdo das analises, considerando esse grupo de caracteristicas,
permite a verificagdo dos agrupamentos do banco sem a forte influéncia que
caracteristicas ligadas aos grupos heteréticos, como PMF, tém sobre a

distribuicdo dos acessos nos grupos.

4.4.2 Dados moleculares

Os dados obtidos pela amplificacdo dos 12 locos foram convertidos em
uma matriz numérica, tendo 0s SNAPs sido verificados inicialmente como
marcadores dominantes, de maneira que uma tabela binaria com cédigos de 0
(para ausente) ou 1 (para presente) foi preenchida para os alelos oriundos de
cada parental (Sekati e JS12). ApGs a obtencao de todos os dados referentes aos
SNAPs, as tabelas foram cruzadas para montar uma nova tabela com os dados
codominantes referentes aos SNP.

Essa nova tabela contou com codigos de 11 para aqueles gendétipos que
apresentaram presenca apenas da banda oriunda do pai 1 (Sekati), 22 para
aqueles que apresentaram apenas a banda do pai 2 (JS12) e 12 para os que

obtiveram as duas bandas. A partir desta tabela, foram estimadas a matriz de
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dissimilaridade e a distancia genética pelo indice Ponderado, utilizando o
programa GENES. Em seguida, foram gerados os dendrogramas pelo programa
R.

Foi feita também andlise de powermarker com os dados para caracterizar
os marcadores moleculares pela estimacdo dos parametros de diversidade.
Além disso, utilizou-se o programa Structure para a analise da estrutura genética
através do agrupamento bayesiano dos dados (Prithcard; Stephens; Donnelly,
2000). Utlizando o pacote Dendextend no programa R (2020) (http://www.r-
project.org), foram comparadas as matrizes de distancias geradas pela andlise
fenotipica das quatro principais caracteristicas ligadas a qualidade de fruto com a
matriz gerada com os dados dos marcadores moleculares.

Além da anélise comparativa conjunta, a possivel associacdo genotipo-
fendtipo foi verificada pela analise das médias fenotipicas de cada grupo de
genotipos, sendo cada marcador analisado de forma individual. Para tanto, os
dados foram plotados em gréaficos Boxplot, os quais foram obtidos utilizando o

programa R e o pacote Ggplot2.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise descritiva

O maior coeficiente de variacdo (CV%) foi observado para volume de polpa
(78,50%), seguido por peso médio de fruto (75,25%). As outras duas variaveis
com maior CV% apresentaram valores menores que os dois primeiros, sendo eles
comprimento da cavidade ovariana (49,07%) e comprimento de fruto (43,05%).
Todas as demais variaveis analisadas tiveram CV% menores que 25%, sendo a
menor delas a porcentagem de volume de polpa (4,53%) (Tabela 4).

Essa variabilidade é também percebida quando se observa a diferenca
entre os valores maximo e minimo encontrados para cada caracteristica. Para VP,
por exemplo, que foi a caracteristica que apresentou maior CV%, pode-se
observar valor maximo de 2970,24 cm?3, apresentado pelo genétipo BAG23
(Maradol Ori México), e minimo de 220,84 cm?3 apresentado pelo BAG58
(Cimarron).

Outras caracteristicas que agregam valor econémico a cultura, como, por
exemplo, FF, FP, TSS e EP, que tiveram como valores maximos 144,87 N,
118,6 N, 15,3° Brix e 3,16 cm, respectivamente. Para cada caracteristica, 0s
gendtipos que apresentaram tais médias foram: BAG41 (Sta Helena Ill — Tra —
04A, PIt 02), BAG53 (Gran Golden), BAG15 (Surinse Solo TJ) e BAG40 (Sta
Helena Ill — Tra 15A, PIt 04), respectivamente. Os valores minimos para essas
caracteristicas foram de 72,07 N, 54,55 N, 9,22 Brix e 1,21 cm, para FF, FP, TSS



31

e EP, respectivamente. Os acessos do banco que apresentaram esses valores
para cada caracteristica foram: BAG16 (Tailandia) para FF; BAG8 (Caliman
Amarelinho) para FP; BAG 16 (Tailandia) para TSS; e THB para EP.

O coeficiente de variagcdo (CV%), quando elevado, indica uma grande
dispersédo dos dados analisados e com isso a existéncia de um grande espectro
de selecdo para tais caracteristicas. Segundo Costa et al. (2002), os frutos podem
ser classificados de acordo com o seu CV%, ou seja, 0 quao divergente 0s
genotipos sao geneticamente uns dos outros, e, para eles, caracteristicas que
exibem valor superior a 14% sao passiveis de apresentar um médio ou elevado

nivel de variagéo entre os individuos estudados.

Tabela 4. Estatistica descritiva para 11 caracteristicas avaliadas em 41 individuos
do banco de germoplasma da UENF/Caliman.

Variaveis Max Min Média DP CV%
PMF 2341 183,667 749,765 564,175 75,25
FF 144,867 72,073 110,646 17,548 15,86
FP 118,606 54,548 82,458 15,425 18,71
TSS 15,3 9,225 11,941 1,627 13,63
CF 38,374 8,288 17,114 7,367 43,05
DF 12,864 6,193 8,939 1,924 21,52
CCO 27,229 5,557 11,346 5,568 49,07
DCO 7,185 2,628 4,513 1,025 22,71
EP 3,163 1,218 2,135 0,492 23,04
VP 2970,242 220,849 937,611 736,032 78,50
%VP 89,693 70,475 83,098 3,766 4,53

DP: didmetro de polpa; CV: coeficiente de variacdo; PMF: Peso médio dos frutos; FF: firmeza de
fruto; FP: firmeza de polpa; TSS: teor de sodlidos soltveis; CF: comprimentos do fruto; DF:
didametro do fruto; CCO: comprimento da cavidade ovariana; DCO: didmetro da cavidade ovariana;
EP: espessura da parede de fruto; VP: volume de polpa; %VP: porcentagem do volume de polpa.

O conhecimento destes valores é importante para dar ao melhorista uma
percepcao da grandeza relativa das mudancas que podem ser obtidas pela

selecdo em um programa de melhoramento, uma vez que se trata de uma
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estimativa diretamente proporcional a variabilidade dos acessos (Silva et al.,
2012). Os valores médios encontrados para duas das caracteristicas ligadas aos
marcadores aqui avaliados foram de 110,64 N para FF e 82,45 N para FP, valores
estes maiores que o0s encontrados no trabalho de Barros et al. (2017), que
avaliaram gendtipos de mamoeiro oriundos de retrocruzamento para conversao

sexual e encontraram médias de 100,03 N para FF e 82,69 N para FP.

5.2 Analise de componentes principais (PCA) e dissimilaridade genética

para variaveis morfoldgicas

Neste estudo, dois dos cinco componentes principais gerados contribuiram
para 78,3% da variabilidade genética acumulada entre os 41 gendtipos do banco
de germoplasma — UENF/Caliman, quando avaliadas as 11 variaveis relacionadas
a qualidade de fruto em mamoeiro (Tabela 5).

O primeiro componente principal apresentou 64,3% de contribuicdo para a
variabilidade entre os acessos. Nesse primeiro componente, as variaveis que
obtiveram maior peso na contribuicdo das diferentes caracteristicas foram: peso
médio de fruto (PMF), com 0,97 de contribuicdo; volume de polpa (VP), com 0,97,
diametro de fruto (DF), com 0,93; espessura da polpa (EP), com 0,92;
comprimento de fruto (CF), com 0,91; e comprimento da cavidade ovariana
(CCO), com 0,90 (Tabela 6).

O segundo componente principal, por sua vez, apresentou 14% de
contribuicdo para a variabilidade, que se refletiu principalmente em decorréncia
das caracteristicas porcentagem do volume de polpa (%VP) com 0,85, firmeza de
fruto (FF) com 0,51, diametro da cavidade ovariana (DCO) com -0,50 e firmeza de
polpa (FP) com 0,43 (Tabela 6).

A utilizacdo do padrdo de componentes para analise de variabilidade se
baseia no fato de eles serem ortogonais, obtidos pela recombinacédo linear das
variaveis originais que discriminam e maximizam o entendimento da estrutura de
correlacdo que existe entre as caracteristicas morfoldgicas avaliadas na cultura
(Abdi e Willians, 2010; Silva e Sbrissia, 2010).
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Tabela 5. Tabela de componentes principais e suas contribuicdes para
variabilidade dos acessos do banco de germoplasma da UENF/Caliman.

Dim.1 Dim.2 Dim.3 Dim.4 Dim.5
PMF 0,9735 -0,0626 -0,1091 0,1219 0,0714
FF 0,38284 0,51709 0,71206 -0,1417 0,1024
FP 0,74301 0,43927 0,37851 -0,1507 -0,0064
TSS -0,7105 0,17865 0,27397 0,54041 0,30296
CF 0,91542 0,02591 -0,2483 -0,0754 0,29701
DF 0,93877 -0,1388 0,14364 0,18858 -0,1955
CCO 0,90858 -0,0387 -0,2477 -0,0738 0,31772
DCO 0,75668 -0,5033 0,34525 0,1284 -0,1718
EP 0,92609 0,20063 -0,0611 0,1813 -0,2053
VP 0,97302 -0,0424 -0,1208 0,12253 0,06567
%VP 0,04879 0,8502 -0,4617 0,12852 -0,1939

PMF: Peso médio dos frutos; FF: firmeza de fruto; FP: firmeza de polpa; TSS: teor de solidos
sollveis; CF: comprimentos do fruto; DF: didametro do fruto; CCO: comprimento da cavidade
ovariana; DCO: didmetro da cavidade ovariana; EP: espessura da parede de fruto; VP: volume de
polpa; %VP: porcentagem o volume de polpa.

Em uma analise de componentes principais, a variacdo presente nos dois
primeiros componentes serd sempre maior quando o numero de caracteristicas
avaliadas for menor e quando essas caracteristicas forem mais pontuais (Pereira
et al., 1992), como, por exemplo, no trabalho de Singh et al. (2010), quando
avaliados os componentes principais na cultura do mamoeiro, 0s trés primeiros
juntos obtiveram 99,51% da variacdo apresentada.

O gréfico de dispersdao foi gerado com base nos dois componentes
principais que refletem a distinguibilidade entre os acessos do banco de
germoplasma UENF/Caliman, em termos de caracteristicas morfologicas ligadas
a qualidade do fruto em mamoeiro (Figura 2). Observa-se que as caracteristicas
gue mais contribuiram para a variabilidade do componente principal 1 (Diml) sé&o
aquelas situadas no quarto quadrante. Essas caracteristicas também apresentam
coloracBes mais proximas de vermelho, o que indica maior contribuicdo para a
variagao total nesse primeiro componente.

Dessa forma, é possivel observar que peso médio dos frutos (PMF),
volume de polpa (VP), diametro de fruto (DF), espessura de polpa (EP) e
comprimento de fruto (CF) estdo contribuindo significativamente para a

variabilidade encontrada no componente principal 1. O componente principal 2
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(Dim2), por sua vez, contou com ambas as firmezas, de polpa (FP) e de fruto
(FF), comprimento da cavidade ovariana (CDO) e porcentagem do volume de
polpa (%VP), que sdo as caracteristicas encontradas no segundo quadrante da

Figura 2.
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Figura 2. Grafico de dispersdo das 11 caracteristicas estudadas com base na
analise de z; CF: comprimentos do fruto; DF: diametro do fruto; CCO:
comprimento da cavidade ovariana; DCO: diametro da cavidade ovariana; EP:
espessura da parede de fruto; VP: volume de polpa; %VP: porcentagem do
volume de polpa.

E comum utilizar os componentes principais como base para representar
graficamente a dispersdo genética existente na populacdo em que se esta
realizando o estudo. Em alguns casos, podem ser utilizados o terceiro e/ou quarto
componente principal para  verificar essa dispersao, como feito por Barbosa
(2010), todavia, normalmente essa distribuicdo dos gendtipos é feita com os dois

primeiros componentes principais.
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A Figura 3 mostra a dispersdao dos acessos pertencentes ao BAG
UENF/Caliman. Essa posicdo no gréfico de dispersdo aponta semelhancas
genéticas e possiveis agrupamentos. O grupo mais perceptivel se da com o
aglomerado de genotipos na regido do primeiro e segundo quadrante. Esse grupo

assim como os demais s&o mais bem visualizados na Figura 4.
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Figura 3. Grafico de dispersao para os 41 acessos disponibilizados no banco de
germoplasma UENF/Caliman com base nas caracteristicas avaliadas, utilizando
analise de componentes principais. QDT: quadrante; Dim1: componente principal
1; Dim2: componente principal 2; PMF: Peso médio de fruto; FF: firmeza de fruto;
FP: firmeza de polpa; BRIX: unidade de medida para teor de sélidos soluveis; CF:
comprimentos do fruto; DF: diametro do fruto; CCO: comprimento da cavidade
ovariana; DCO: diametro da cavidade ovariana; EP: espessura da parede de
fruto; VP: volume de polpa; %VP: porcentagem o volume de polpa.
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Cluster plot
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Figura 4. Grupos formados com base nas 11 caracteristicas analisadas. Dim1:
componente principal 1; Dim2: componente principal 2; PMF: Peso médio de fruto;
FF: firmeza de fruto; FP: firmeza de polpa; BRIX: unidade de medida para teor de
sélidos solaveis; CF: comprimentos do fruto; DF: didametro do fruto; CCO:
comprimento da cavidade ovariana; DCO: diametro da cavidade ovariana; EP:
espessura da parede de fruto; VP: volume de polpa; %VP: porcentagem o volume
de polpa.

E possivel observar, através da andlise de agrupamento, que o genotipo
BAG23 foi isolado dos demais. Essa separacdo se deu pela presenca das
maiores meédias para as principais caracteristicas que contribuiram para a
diversidade nesse estudo, que incluem peso médio do fruto (2341g), volume de
polpa (2970,24 cmq), diametro de fruto (12,86cm), espessura da polpa (2,82cm),

comprimento de fruto (31,51cm) e comprimento da cavidade ovariana (23,21cm).
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O segundo grupo reuniu sete acessos, sendo eles BAG24, BAG27, BAG38,
BAG40, BAG42, BAG50 e BAG51. Esses geno6tipos apresentaram os seguintes
valores médios para as caracteristicas que mais contribuem para a diversidade no
banco de germoplasma: 1608,88g para peso médio de fruto, 2058,41 cm?® para
volume de polpa, 11,38cm para diametro de fruto, 2,78cm para espessura de
fruto, 27,90 cm para comprimento de fruto e 19,31cm para cavidade ovariana.

Todos o0s genotipos que compdem o grupo dois sdo pertencentes ao grupo
‘Formosa’ (Quintal, 2012), o que explica o tamanho elevado dos frutos e as
caracteristicas  relacionadas ao tamanho e peso. S&o eles: Maradol grande
limdo; Americano; Sta Helena IIl, tratamento 02A, PIt 01, Sta Helena I,
tratamento 15A, PIt 04; Sta Helena lll, tratamento 12, PIt 06; Lucia; e Parritena. O
peso médio de fruto acima de 600g, caracteristico do grupo Formosa, real¢cado
aqui por valores medios acima de 1000g, elevou a média final do grupo dois para
1608,88g para PMF.

Para a firmeza de fruto, a média apresentada pelo grupo dois como um
todo foi de 121,95N, relativamente alto em comparacdo com o valor maximo
alcancado nesse experimento para tal caracteristica, que foi de 144,86N. Para
firmeza de polpa também, foi encontrada uma média relativamente alta para o
grupo, alcancando 102,45N, quando o valor maximo de todo o banco foi de
118,60N.

O terceiro agrupamento do dendrograma conta com 33 acessos, sendo
eles: BAG17, BAG53, BAG3, BAG2, BAG33, BAG1, BAG4, BAG29, BAGA45,
BAG46, BAG58, BAG26, BAG8, BAG6, BAG 14, BAG13, BAG1l5, BAG34,
BAG10, BAG19, BAG7, BAG18, BAG16, BAG39, BAG44, BAG56, BAGTHB,
BAG5, BAG41, BAG35, BAG36 e BAG43. Entre os acessos, 19 pertencem ao
grupo Formosa e 14 ao grupo Solo. Para esse agrupamento, os valores médios
das caracteristicas foram 519,31g para o peso médio do fruto, 638,27cm? para o
volume de fruto, 1,98cm para espessura de polpa, 8,3cm para diametro de fruto e
para comprimento de fruto e de cavidade ovariana, 14,39cm e 9,29cm,
respectivamente.

O grupo trés ndo apresentou uma uniformidade do grupo heterético de

seus acessos agrupados, uma vez que apresentou, tanto acessos do grupo Solo,
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quanto do grupo Formosa. E comum, em estudos envolvendo caracteres
morfolégicos, que aqueles voltados para o tamanho do fruto sejam os
responsaveis pela maior parte da variacdo para a classificacdo dos genotipos,
como € possivel observar no trabalho de Reis et al. (2015). O trabalho de Singh et
al. (2010) apontou resultados em que tal caracteristica também contribuiu
fortemente para a distribuicdo dos gendtipos nos grupos. Além disso, Zou et al.
(2019), verificando a eficiéncia de selecdo recorrente em Aquébia (Akebia
qguinata), indicaram que a divergéncia genética relacionada a caracteres
morfolégicos tem bastante influéncia no agrupamento dos gendtipos da

populacéo.

5.3 Analise de componentes principais (PCA) e diversidade genética para as

caracteristicas potencialmente ligadas aos marcadores SNAPs

Para a selecéo das caracteristicas, levou-se em consideracdo a associacao
gue os marcadores moleculares apresentaram em suas marcas. Sete dos 12
marcadores utilizados nessa pesquisa estao ligados a genes que contribuem para
a expressao da parede celular, dois marcadores para sinais de horménio vegetal,
dois para familias de proteinas e somente um para fator de transcricdo. Diante
disso, as caracteristicas selecionadas foram firmeza de polpa (FP), firmeza de
fruto (FF), espessura de polpa (EP) e teor de sdlidos solaveis (TSS).

Assim como na analise de componentes principais para todas as variaveis,
a avaliacdo das caracteristicas selecionadas apresentou dois componentes
principais, explicando, aproximadamente, 90% da variabilidade genética do
banco.

Para o componente principal 1 (62,5%), as caracteristicas que mais
contribuiram para a dispersao dos acessos com base em suas diferencas foram
FP e EP (Figura 5a). J4 para o componente principal 2, as caracteristicas que

mais contribuiram para a disperséo foram TSS e FF (Figura 5b).
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Figura 5. Contribuicdo das caracteristicas para a variabilidade de cada
componente principal. a) componente principal 1: responsavel por 62,5% da
variabilidade do banco de germoplasma da UENF/Caliman; b) componente
principal 2: responsavel por 26,4% da variabilidade do banco de germoplasma da
UENF/Caliman. FP: Firmeza de polpa; EP — Espessura de polpa; FF — Firmeza de
polpa; e BRIX — Unidade de medida para teor de solidos sollveis.

A contribuicdo das caracteristicas para Vvariabilidade dentro dos
componentes principais encontradas no presente trabalho estd de acordo com o
gue € apontado pela literatura, uma vez que Singh et al. (2010) apresentam
caracteristicas relacionadas ao fruto como responsaveis pela maior parte da
variagdo usada para classificar os gendtipos de mamoeiro. Os autores
acrescentam ainda que, em outras culturas, como amoreira e aquébia, as
caracteristicas ligadas aos seus frutos também explicam a maior parte da
divergéncia existente entre os gendtipos (Farahani et al., 2019; Zou et al., 2019).

Tendo como referéncia os graficos de dispersdo dos acessos, quando
avaliadas somente as quatro caracteristicas ligadas aos marcadores moleculares,
€ possivel visualizar a contribuicdo de cada uma em ambos 0s componentes
principais (Figura 6a). Observa-se também diferenca na forma como os acessos
do banco foram agrupados quando se compara uma andlise que avalia todas as
caracteristicas e quando foram filtradas apenas aquelas associadas aos
marcadores. (Figura 6b).
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Figura 6. a) Grafico de dispersdo das caracteristicas de acordo com sua
contribuicdo. FP: Firmeza de polpa; EP — espessura de polpa; FF — firmeza de
polpa; e BRIX — Unidade de medida para teor de sélidos soluveis. B) Dispersao
em plano bidimensional dos 41 acessos avaliados do banco de germoplasma
para as quatro caracteristicas morfologicas selecionadas. QDT: quadrante.

A Figura 6b mostra a formacdo de grupos entre 0os acessos e  iSSO se
torna claro principalmente quando se avalia a regido do segundo quadrante, mais
especificamente a regido “negativa” para ambos os componentes principais (Dim
1 e 2). Aformacado desses grupos é mais bem visualizada na Figura 7.

Diferentemente da andlise de dendrograma com o0 conjunto total de
caracteristicas, a mesma analise feita apenas com as quatro caracteristicas
potencialmente associadas aos marcadores moleculares resultou na formacéo de
dois grupos, quando considerado o método de mojena para determinacdo do
corte: Grupo | contendo 12 genotipos e Grupo Il com 29 gendtipos (Figura 8).

E perceptivel que, apesar de ter apresentado maiores médias de firmeza, o
grupo 1 teve menor média em TSS, isso ocorrendo pelo fato de FF e TSS
geralmente se apresentarem de forma inversamente proporcional (Oliveira et al.,
2011; Souza et al., 2014). Essa correlacdo negativa entre as médias de FF e TSS
ocorre pelo processo de amadurecimento do fruto do mamoeiro, sendo possivel
observar decréscimo das firmezas na medida em que ocorre um aumento linear
no TSS (Basulto et al., 2009), decorrente da sintese de aguUcares da galactose

degradada da parede celular (Gomez et al., 2002).
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Figura 7. Grupos formados pelos gendtipos do BAG UENF/Caliman com base

nos caracteres morfologicos selecionados: FP: Firmeza de polpa; EP — espessura
de polpa; FF — firmeza de polpa; e BRIX — Unidade de medida para teor de

sélidos soluveis.

O grupo 2 assim como o grupo 1 contaram com genoétipos de ambos 0s
grupos heteroticos e também com relacdo inversamente proporcional entre as

médias das caracteristicas de firmezas e teor de solidos solUveis.
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5.4 Andlise de diversidade genética com os dados moleculares

A avaliacdo dos marcadores foi feita verificando o numero de alelos
amplificados por cada marcador, cujo valor fixo para todos os marcadores foi 2,
uma vez que o marcador analisado tem natureza bialélica, além também do alelo
mais frequente (AF), cujos valores variaram de 0,54 para o SPN15 e de 0,97 para
o0 SNP1, com média de 0,75 para tal variavel. A heterozigosidade observada (Ho)
minima foi de 0,00 para o SNP1 e maxima de 0,58 para o SNP14, com média
de 0,22 para esta variavel. Para diversidade genética (DG) por locos, foram
obtidos minima de 0,05 para o SNP1, maxima de 0,50 para o SNP12 e valor
medio de 0,33 para a variavel. E para o contetudo de informacé&o polimérfica (PIC),
o valor minimo foi de 0,05 para o SNP1, maximo de 0,37 para os SNPs 5, 12, 15
e 20, com média de 0,26 para esta variavel (Tabela 6).

Tabela 6: Numero de alelos (NA); alelo mais frequente (AF); heterozigosidade
observada (Ho); diversidade genética por locos (DG); conteudo de informacao
polimorfica (PIC). Avaliacdo descritiva dos 12 locos analisados pelos marcadores
SNPs associados a caracteristicas de qualidade de fruto em mamoeiro (C.

papaya).

Primers NA AF Ho DG PIC
SNP1 2 0,97 0,00 0,05 0,05
SNP5 2 0,56 0,29 0,49 0,37
SNP6 2 0,92 0,05 0,15 0,13
SNP8 2 0,90 0,21 0,18 0,17
SNP10 2 0,76 0,25 0,36 0,30
SNP12 2 0,55 0,17 0,50 0,37
SNP13 2 0,94 0,12 0,11 0,11
SNP14 2 0,61 0,58 0,48 0,36
SNP15 2 0,54 0,24 0,50 0,37
SNP16 2 0,76 0,13 0,37 0,30
SNP17 2 0,86 0,09 0,24 0,21
SNP20 2 0,57 0,56 0,49 0,37
Média 2 0,75 0,22 0,33 0,26

Percebe-se que aqueles SNPs com maiores frequéncias (AF) sdo também
0s SNPs com menores conteudos de informagéo polimérfica (PIC), tais como o
SNP1, SNP13, SNP6 e SNP8, que apresentaram AF igual ou superior a 0,90. Em

contrapartida, o SNP15, que apresentou o maior valor de PIC, foi também o que
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apresentou o menor AF. Essa relagéo inversa entre estes parametros ocorre pelo
fato de todos os SNPs analisados terem apresentado apenas dois alelos, dessa
forma, sempre que um alelo é posto em evidéncia, ou seja, apresenta maior
frequéncia na populacéo analisada, o conteudo de informacao polimérfica diminui.

Ja em relacdo a avaliagdo molecular para os genétipos, a heterozigosidade
(Ho) observada minima foi de 0,00 para BAG8, BAG23, BAG38, BAG42, BAG44 e
BAG53; e Ho média de 0,23 e maxima de 0,50 para BAG7, BAG10 e BAG 58. E
em relacdo ao coeficiente de endogamia, o valor maximo foi de 1,00 para os
gendtipos BAG38, BAG42 e BAG53, com média de 0,54 (Tabela 7).

Os gendtipos que apresentaram maior coeficiente de endogamia sao
linhagens, sendo eles: BAG8 (Caliman AM), (BAG38 (Sta Helena Il — trat 02 plt
01x), BAG42 (Sta Helena Il — trat 02 plt 01x), BAG53 (Grand golden). E comum
gue as linhagens apresentem coeficiente de endogamia elevado. Oliveira et al.
(2010), por exemplo, obtiveram coeficientes de endogamia em sua grande maioria
superiores a 0,8 para um estudo com 83 linhagens de maméao. Pirovani et al.
(2020) também encontraram coeficientes de endogamia igual a 1 para 13 dos
genotipos que estavam sendo analisados, e todos eles eram linhagens.

Tendo como referéncia a matriz de dissimilaridade obtida com os
dados moleculares, foi feita a analise de agrupamento para obtencdo do
dendrograma. Trés grupos foram formados pela avaliacdo de dissimilaridade com
base nos dados moleculares (Figura 12). O grupo | tem apenas o genotipo
BAG43, o grupo Il reuniu 38 genotipos, correspondendo a 92,68% dos gendtipos
avaliados, e o grupo Il é composto pelos acessos BAG16 e BAG53.

Ao contrario do esperado com base nas avaliac6es agronémicas, 0 acesso
BAG43 ficou isolado no grupo I. O segundo grupo, composto por 38 genotipos,
reuniu genotipos de grupos heteréticos distintos, sendo 20 do grupo Solo e 18 do
grupo Formosa. O grupo Ill, por sua vez, reuniu dois gendétipos (BAG16 e

BAG53), sendo 0 BAG16 do grupo Formosa e o BAG53 do grupo Solo.
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Tabela 7: Andlise descritva dos 41 genoétipos do BAG UENF/Caliman,
heterozigosidade observada (Ho), coeficiente de endogamia (f).

Gendétipo Ho f Genatipo Ho f
BAG1 0,20 0,62 BAG32 0,33 0,35
BAG2 0,27 0,47 BAG33 0,20 0,62
BAG3 0,17 0,65 BAG34 0,36 0,26
BAG4 0,11 0,75 BAG35 0,36 0,31
BAG5 0,20 0,62 BAG36 0,40 0,25
BAG6 0,20 0,62 BAG38 0,00 1,00
BAG7 0,50 0,04 BAG39 0,27 0,27
BAGS8 0,00 1,00 BAG40 0,17 0,58
BAG10 0,50 0,04 BAG41 0,08 0,85
BAG13 0,18 0,57 BAG42 0,00 1,00
BAG14 0,42 0,15 BAG43 0,29 0,37
BAG15 0,08 0,81 BAG44 0,00 1,00
BAG16 0,22 0,59 BAG45 0,08 0,85
BAG17 0,30 0,44 BAG46 0,27 0,41
BAG18 0,45 0,11 BAG50 0,45 0,00
BAG19 0,08 0,81 BAG51 0,18 0,64
BAG23 0,00 1,00 BAG53 0,00 1,00
BAG24 0,36 0,26 BAG56 0,30 0,44
BAG26 0,09 0,83 BAG58 0,50 0,01
BAG27 0,30 0,39 THB 0,28 0,57
BAG29 0,27 0,47 Média 0,23 0,54

E perceptivel que os grupos formados ndo seguem padrdes heteréticos.
Diferentemente do que foi encontrado por Pirovani et al. (2021), que, utilizando
marcadores SSR para caracterizar linhagens elite de mamoeiro, obtiveram
padroes de agrupamentos de acordo seu grupo heterético. Tal padrdo de
agrupamento ocorre pelo fato de as caracteristicas que distinguem 0s grupos
heteréticos (PMF) serem também uma das que mais contribuem para a
diversidade dos gendtipos de mamoeiro, fato observado nas andlises de
componentes principais e de agrupamento, com base nos dados

morfoagronémicos.



Cluster Dendrogram

lD_
o R o
[ ] — ]
il ' |
A 1
© 1
g o - L
ol © L
O
-
o
@
(0] N
o o
e
£
F_
o
R B I FBNSSEIReT YRR N8RegRR8B ey yoeTr e
wgwggggwggwwwwgwwgwwgwwggfowgwwgwwwwggwgw
R R kR R R R E LR LR - R - i s

Figura 9. Dendrograma com os genoétipos do BAG UENF/Caliman, gerado pela analise dos 12 marcadores SNAPs associados as
FF: firmeza de fruto; FP: firmeza de polpa, EP: espessura de polpa; e TSS: teor de sdélidos sollveis.

ov



a7

Diante das variacbes estruturais apresentadas com a analise de
dendrograma para os dados em questdo, foi feita também a verificacdo da
estrutura populacional do BAG através do programa Structure 2.3.4 (Pritchard et
al., 2000), tendo sido obtido um namero de grupos diferente dos dendrogramas,
haja vista que o pico mais proeminente em K ocorreu em 2, indicando, assim, a

formacéo de apenas dois grupos (Figura 10).

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 10. Grafico de pico do AK indicando o numero 6timo de clusters genéticos
para a andlise de estrutura genética do BAG UENF/Caliman obtida pelo programa
Structure 2.3.4. UENF, Campos dos Goytacazes, 2022.

A Figura 11 mostras a distribuicdo dos gendtipos nas populacdes que
foram formadas de acordo com o Structure: o grupo 1 com a coloragao vermelha
e o grupo 2 com a coloracéo verde. E possivel observar que, diferentemente da
analise de dendrograma, no Structure o genoétipo BAG43 nédo foi separado dos

demais acessos, mas foi alocado juntamente com 0s demais acessos do grupo 2.
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Figura 11. Estrutura genética do banco de germoplasma BAG-UENF/Caliman.
Cada coluna representa um genaétipo, sendo a coloracao igual para mais de um
genotipo, indicativo de que pertencem a mesma populacgéo.

5.5 Analise conjunta das variaveis morfolégicas e moleculares

A figura do dendextend mostra que o numero de grupos formados pela
analise molecular é diferente do que foi observado na analise fenotipica, com
caracteristicas potencialmente ligadas aos marcadores (Figura 12). A andlise de
dissimilaridade com base nos dados fenotipicos (considerando apenas as quatro
caracteristicas potencialmente ligadas aos marcadores) formou dois grupos
apenas, grupos estes formados por 12 e 29 genotipos (Figura 8). O agrupamento
com os marcadores, por sua vez, separou 3 grupos: o primeiro deles com apenas
1 genatipo, o segundo com 38 e o terceiro com 2 (Figura 9).

Quando se verifica a analise de agrupamento das populacdes geradas pelo
Structure (Figura 11) feita com os dados moleculares, é possivel observar que
somente dois grupos foram formados e que o gendtipo que tinha sido isolado
anteriormente (analise de agrupamento via dendrograma) passou a fazer parte de
uma das duas populacbes existentes. Em relacdo aos grupos formados pela
analise das caracteristicas associadas aos marcadores, podem-se destacar. o
grupo 1, que apresentou médias de 110,29 N para FF, 82,78 N para FP, 11,81
Brix para TSS e 2,17 cm para EP; e o grupo 2, que obteve médias de 102,70 N
para FF, 75,05N para FP, 12,35 Brix para TSS e 1,95 cm para EP.

Os grupos dos dados moleculares, por sua vez, organizaram-se da
seguinte forma: grupo 1, contendo 38 gendtipos, apresentou média de 111,69N
para FF, 83,05N para FP, 12,08 Brix para TSS e 2,12cm para EP; e o grupo 2,
formado pelos gendtipos BAG16 e BAG53, que apresentaram média de 95,04N
para FF, 74,90N para FP, 9,95 Brix para TSS e 2,23cm para EP.
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Figura 12. Analise comparativa dos dendrogramas gerados, por meio de
Dendextend, utilizando os dados gerados pela analise das quatro caracteristicas
ligadas aos marcadores: FP: firmeza de polpa; EP — espessura de polpa; FF —
firmeza de polpa; e TSS — teor de solidos soluveis; e molecular utilizando os
dados dos 12 marcadores SNPs utilizados.

A respeito da comparacdo dos dendrogramas, 0 que se percebe € um alto
nivel de emaranhamento, que se da pela nédo correspondéncia dos genotipos em
ambos os dendrogramas analisados. Ha formas de mensurar o emaranhamento
entre os dendrogramas. Essa avaliacdo pode variar de 1 (emaranhamento
completo) e 0 (sem emaranhamento), sendo que gquanto menor o coeficiente de
emaranhamento, melhor o alinhamento dos gendétipos (Santos e Santos, 2018).

No presente trabalho, apesar de n&o mensurado o nivel de
emaranhamento, é perceptivel pela andlise da figura que ele ficou distante de ser
zero, todavia algumas semelhancas podem ser visualizadas, tais como a

proximidade dos gendtipos BAG18 e BAG10 em ambas as analises, assim como
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outros gendtipos que, apesar de ndo agrupados igualmente, permaneceram
proximos (BAG35 e BAG32; BAG7 e BAG16, por exemplo).

Como os marcadores utilizados nesta pesquisa sdo marcadores génicos,
ou seja, especificos para as caracteristicas analisadas fenotipicamente, ha um
aumento na acuricia e na confiabilidade da avaliacdo molecular e, por
consequéncia, esperava-se que houvesse maior taxa de complementariedade
na comparagdo dos dendrogramas. Todavia a divergéncia no método utilizado
para estimar a distancia entre os gendétipos em cada uma das andlises pode ter
contribuido para o maior nivel de distincdo entre 0os agrupamentos, assim como
ocorreu no trabalho de Rocha et al. (2020), avaliando o método de comparacao
entre analises de diversidade morfologica e molecular.

A utilizacdo da analise de dendextend permite a verificacdo de niveis
baixos de similaridade entre as analises, mas vale ressaltar que, por se tratar de
uma analise mais generalizada, em que todos os marcadores e todos o0s
gendtipos sdo comparados simultaneamente, pode haver mascaramento de
algumas semelhancas existentes entre as analises realizadas, sendo necessaria,
assim, uma verificacdo individual de cada marcador para os dados moleculares e

fenotipicos.

5.6 Anélise de Boxplot

Considerando a andlise de associacao individual dos 12 marcadores com
as quatro caracteristicas fenotipicas candidatas a estar ligadas aos marcadores
(FF, FP, TSS e EP), foi obtida uma relacdo geral de associacdo dos SNPs
analisados com as caracteristicas verificadas (Figura 13) e observado também
gue alguns marcadores apontam estar potencialmente correlacionados com o

aumento ou a diminuicdo das médias destas caracteristicas.
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Figura 13: Grafico Boxplot da relacdo genotipo-fenotipo entre os 12 marcadores SNAP e quatro caracteristicas ligadas a
gualidade do fruto (FF,FP, TSS e EP). FF: firmeza de fruto; FP: firmeza de polpa; TSS: teor de sdlidos soluveis; e EP:
espessura de polpa. 11: loco homozigoto para bandas do parental 1 (Sekati), 22: loco homozigoto para bandas do parental 2
(JS12), 12: heterozigoto para bandas de ambos os parentais.
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O SNP5, por exemplo, localizado préximo ao gene UDP-galactose
transporte, relacionado a parede celular, apresentou-se potencialmente
relacionado as caracteristicas de FF, FP e EP. Dos 41 acessos analisados no
banco, 10 apresentaram-se homozigotos para os alelos do parental 2. Para esse
grupo de gendtipos, obteve-se uma média de 123,91 N para FF, 96,93N para FP
e 2,48 cm para EP. Tais valores foram superiores as médias dos grupos que
apresentaram bandas homozigotas para o parental 1 (11), bem como para os
heterozigotos (12). Dessa maneira, pode-se inferir que o0 gene ao qual o marcador
SNP5 esta ligado pode estar envolvido na expressdo das caracteristicas de
gualidade de fruto supracitadas, tendo em vista a diferenca significativa entre as
meédias fenotipicas dos individuos pertencentes as diferentes classes genotipicas.

Entretanto, para esse mesmo marcador, observou-se que a caracteristica
de TSS apresentou maior variacdo das meédias quando havia expressao dos
alelos oriundos do parental 1, na conformacdo homozigota. Dos 41 acessos
avaliados no banco, 14 apresentam o genétipo homozigoto do parental 1 e
contaram com uma media de 12,80 °Brix para a caracteristica em questao, média
superior a apresentada pelos grupos de individuos cujo genétipo foi 12 ou 22.

Para o loco SNP5 é perceptivel que, enquanto um determinado alelo em
homozigose esta associado aos caracteres de FF e FP, o alelo alternativo na
conformacdo homozigota esta relacionado a TSS. Como ja citado, isso ocorre
em razdo da correlacdo inversamente proporcional destas caracteristicas,
podendo ser percebido no SNP5 pelo fato de 0 mesmo estar associado a sintese
de um grupo de proteinas denominada Poligalacturonase 1 (FJ007644.1),
responsavel por participar da degradacao da parede celular (Godoy et al., 2009).
Dessa forma, a presenca do gendétipo homozigoto para o alelo 2 nos acessos de
mamoeiro pode indicar que a degradacao da parede celular € lenta ou diminuida,
uma vez que pode contribuir para o aumento das firmezas de polpa e de fruto,
enquanto para os genotipos homozigotos para o alelo 1, essa degradacao se da
em maior intensidade, diminuindo as médias de FF e FP e aumentando a de TSS.

O gene UDP-galactose transporte é encontrado em outras espécies
frutiferas, como, por exemplo, manga e banana (Godoy et al., 2009), e a forma
como ele é expresso em cada uma dessas espécies € diferente e interfere no
modo como suas polpas passam pelo processo de perda de firmeza. Por

exemplo, Fioravante et al. (2008) comprovaram que a expressdo do gene de
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Polygalacturonase é diferente na mangueira e bananeira, concordando esta
informacdo com os resultados obtidos por Cordenunsi e Lajolo (1995), que
demonstraram que a polpa da banana € mais firme do que a da manga em razéo
do armazenamento de amido e que isso é percebido no nivel de expressédo do
gene Polygalacturonase, o qual é reduzido quase pela metade quando
comparada com a mangueira.

Assim, € visivel que a expressao de tal gene na conformacao do genétipo
homozigoto para o alelo 1 aumenta a expressdo de tais proteinas e eleva a
degradacéo da parede celular, aumentando, assim, o TSS. Esse padrdo de
expressdo € similar ao encontrado por Fabi et al. (2014), que descobriram que a
capacidade de despolimerizacdo da parede celular € predominantemente
relacionada a expresséo de Polygalacturonases.

O SNP8, associado também a parede celular, mais especificamente a
sintese de Endoglucanase [DB3] 8-like, ndo se apresentou em nenhum dos
acessos analisados com o gendtipo homozigoto para o alelo 2, tendo sido
encontrados nesse estudo apenas acessos com genotipo homozigoto para o alelo
1 e heterozigotos. As caracteristicas FF, FP e EP obtiveram maiores medias
guando apresentaram genotipo heterozigoto para o SNP8, sendo compostos de
8 acessos com meédias de 12,53 N para FF, 97,97 N para FP e 2,56 cm para EP.
Médias estas superiores as do grupo dos genétipos homozigotos para o alelo 1,
composto pelos demais 33 acessos do banco. Somente para a caracteristica de
TSS, 0s acessos cujos genétipos foram 11 apresentaram média superior,
contando, assim, com 12,09 °Brix em comparacdo a 11,65 °Brix do grupo de
gendtipo 12 (Figura 13).

Assim como no SNP5, o SNP8 mostrou correlacdo inversamente
proporcional entre as caracteristicas FF, FP e TSS para os genétipos analisados.
Todavia, para 0 SNP8, o gendtipo encontrado com maior contribuicdo para
aumento das médias de trés das quatro caracteristicas avaliadas foi o genétipo

heterozigoto.
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6. CONCLUSAO

O banco de germoplasma ativo da UENF/Caliman apresenta diversidade
segundo avaliacbes morfoldgicas e moleculares. Na comparacdo dos métodos de
dissimilaridade utilizando a analise de dendextend, houve semelhanca baixa no
agrupamento dos genotipos por conta de varios caracteres estarem sendo
avaliados simultaneamente. Entretanto, pela analise associativa individual,
apresentada via Boxplot, foi possivel observar a associacdo dos genotipos de
cada marcador individualmente para as quatro caracteristicas potencialmente
ligadas aos genes de interesse. Ainda assim, outras analises, como as de QTL,
sd0 necessarias para confirmacdo de tal associacdo e completa validacdo dos
marcadores. Os marcadores necessitam de maiores ajustes e analises

estatisticas para segura utilizacdo em estudos de melhoramento assistido.
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