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RESUMO

SILVA, Ronaldiane Pereira; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; fevereiro de 2025; Caracterizacdo molecular de genotipos de
mamoeiro (Carica papaya L.) via marcadores SSR-EST e sua relacdo com a
resisténcia ao Papaya ringspot virus; Orientadora: D.Sc. Helaine Christine Cancela
Ramos; Conselheiro: Ph.D. Telma Nair Santana Pereira e Ph.D. Messias Gonzaca
Pereira.

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma espécie frutifera tropical de elevada
relevancia econdémica, sendo o Brasil o quinto maior produtor mundial da cultura. O
virus da mancha anelar, denominado Papaya ringspot virus (PRSV-P), constitui
uma das principais ameacas fitossanitarias a cultura do mamoeiro. Esse patdégeno,
transmitido por pulgdes, provoca deformacbes foliares, florais e frutiferas,
comprometendo significativamente a qualidade e a produtividade das colheitas.
Diante dos desafios impostos por essa virose, a busca por variedades resistentes
€ de fundamental importancia. Neste contexto, o presente estudo teve como
objetivo estimar a diversidade genética dos acessos de mamoeiro do Banco de
Germoplasma UENF/Caliman por meio de marcadores SSR-ESTs (Simple
Sequence Repeats-Expressed Sequence Tags) a fim de identificar padrées de
similaridade genética potencialmente associados a resisténcia a doenca. Foram
analisados 96 acessos de C. papaya L., divididos em dois grupos: o primeiro,
composto por 44 acessos do Banco de Germoplasma da UENF/Caliman, e o
segundo, formado por 52 genétipos dioicos e hermafroditas coletados em diferentes

localidades das regides Norte e Noroeste do Rio de Janeiro, bem como do Noroeste
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e Sul do Espirito Santo. Folhas jovens dos acessos foram coletadas para extragdo
de DNA, o qual foi quantificado e diluido para a realizacdo de PCRs com 9 loci
génicos pré-selecionados. O critério de selecdo considerou a diversidade dos
grupos de ligacéo, priorizando iniciadores com potencial associa¢do a resisténcia a
doencas virais. Esses loci estédo relacionados a mecanismos de defesa da planta,
embora ndo sejam especificos para o PRSV-P. O material amplificado foi
submetido a eletroforese capilar para identificacdo e separacdo dos alelos. Os
dados obtidos foram convertidos em uma matriz de dissimilaridade, permitindo a
estimativa de métricas de diversidade genética, tais como o nimero de alelos (Na),
o conteudo de informacao polimérfica (PIC), a heterozigosidade observada (Ho) e
esperada (He), além do coeficiente de endogamia (F). Como resultados, foram
detectados 24 alelos distintos, com uma meédia de 2,67 alelos por locus. A
heterozigosidade esperada (He) média foi de 0,31, enquanto a heterozigosidade
observada (Ho) média foi de 0,17. A analise das medidas de diversidade genética
dos 52 acessos prospectados revelou media de He de 0,49, Ho de 0,23 e F de 0,56.
Nos 44 acessos do banco de germoplasma, He foi semelhante 0,50, porém com
Ho significativamente menor 0,07 e maior endogamia (F = 0,87). Com base no
método hierarquico UPGMA, observou-se a formacéao de dois grupos, indicando a
existéncia de variabilidade genética entre os gendtipos. Adicionalmente, a analise
Bayesiana revelou k = 2, sugerindo que a amostra pode ser dividida em dois grupos
genéticos distintos. A analise de Boxplot ndo revelou associacéo direta entre os loci
avaliados e a resisténcia ao PRSV-P, apesar da notacdo funcional dos loci com
mecanismos de defesa contra patdgenos virais. Esses achados contribuem para o
entendimento da diversidade genética e fornecem informacdes relevantes para o
desenvolvimento de estratégias de melhoramento genético do mamoeiro visando a

resisténcia ao PRSV-P.

Palavras-chave: Marcadores microssatélites; diversidade genética; PRSV-P.



ABSTRACT

SILVA, Ronaldiane Pereira; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; february 2025; Molecular characterization of papaya (Carica papaya
L.) genotypes using SSR-EST markers and their relationship with resistance to
Papaya ringspot virus; Advisor: D.Sc. Helaine Christine Cancela Ramos;
Counsellors: Ph.D. Telma Nair Santana Pereira and Ph.D. Messias Gonzaga
Pereira.

Papaya (Carica papaya L.) is a tropical fruit species of high economic importance,
with Brazil ranking as the fifth-largest producer worldwide. The Papaya ringspot
virus (PRSV-P) is one of the major phytosanitary threats to papaya cultivation.
Transmitted by aphids, this virus causes foliar, floral, and fruit deformities, severely
affecting crop quality and yield. Given the challenges posed by this disease, the
search for resistant varieties is essential. In this context, the present study aimed to
estimate the genetic diversity of papaya accessions from the UENF/Caliman
germplasm bank using SSR-EST (Simple Sequence Repeats - Expressed
Sequence Tags) markers, in order to identify genetic similarity patterns potentially
associated with resistance to PRSV-P. A total of 96 accessions of C. papaya L. were
analyzed, divided into two groups: 44 accessions from the UENF/Caliman
germplasm bank, and 52 dioecious and hermaphroditic genotypes prospectively
collected from different locations in the North and Northwest regions of Rio de
Janeiro and the Northwest and South of Espirito Santo. Young leaves were
collected for DNA extraction, which was quantified and diluted for PCR using 9 pre-

selected genic loci. The selection criterion prioritized loci with potential association
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to viral disease resistance based on linkage group diversity. These loci are related
to plant defense mechanisms, although not specific to PRSV-P. Amplified material
was subjected to capillary electrophoresis for allele identification and separation.
The data were converted into a dissimilarity matrix to estimate genetic diversity
metrics, including the number of alleles (Na), polymorphic information content (PIC),
observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), and the inbreeding
coefficient (F). A total of 24 distinct alleles were detected, with an average of 2.67
alleles per locus. The overall mean He was 0.31, and Ho was 0.17. For the 52
prospectively collected accessions, He averaged 0.49, Ho 0.23, and F 0.56. In
contrast, the 44 germplasm bank accessions showed a similar He (0.50), but lower
Ho (0.07) and higher inbreeding (F = 0.87). Hierarchical clustering using the UPGMA
method revealed the formation of two major groups, indicating the presence of
genetic variability among the genotypes. Additionally, Bayesian analysis suggested
an optimal K = 2, reinforcing the division of the sample into two genetically distinct
groups. Boxplot analysis showed no direct association between the loci evaluated
and PRSV-P resistance, despite the functional annotation of loci related to viral
defense mechanisms. These findings contribute to the understanding of papaya
genetic diversity and provide valuable information for breeding strategies aimed at
PRSV-P resistance.

Keywords: Microsatellite markers; genetic diversity; PRSV-p.
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1. INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma espécie frutifera tropical de grande
relevancia econémica e agricola, cultivada extensivamente em regides de clima
guente ao redor do mundo. Introduzido no Brasil em 1587, o cultivo de mamao foi
predominantemente com variedades dioicas ou de mamoeiro "comum™ até o final
da década de 1970. Atualmente, a espécie € altamente valorizada pela producao
de frutos saborosos e nutritivos, ocupando a 122 posicado entre as culturas mais
produzidas globalmente em termos de volume (Saloméo; Siqueira, 2020). O Brasil
destaca-se como o quarto maior produtor mundial, com uma producéo de 1.107.761
milhdes de toneladas em uma area colhida de 26 mil hectares (FAOSTAT, 2022).

Na década de 1970, o estado de Sao Paulo era um dos principais produtores
nacionais de mamao. No entanto, a ocorréncia do Papaya ringspot virus (PRSV-P)
levou a eliminagédo da maioria dos plantios, resultando na migracéo da cultura para
o nordeste do Para, extremo sul da Bahia e norte do Espirito Santo (Ruggiero et
al., 2011). Atualmente, a producéo brasileira de mamao é liderada pelo estado do
Espirito Santo, que se destaca como o maior produtor nacional, com 902 mil
toneladas, representando cerca de 50% da producéo total do pais (Goncalves et
al., 2022). Em seguida, esta a Bahia, com uma producédo de 400.438 toneladas,
cultivadas em aproximadamente 9.942 hectares, resultando em uma produtividade
média de 40,28 toneladas por hectare. O Cearé aparece logo depois, com 140.979
toneladas colhidas em 1.993 hectares, alcangando uma produtividade de 70,74
t/ha, a mais alta entre os estados citados. Ja o Rio Grande do Norte contribuiu com
103.431 toneladas, cultivadas em 2.396 hectares, com produtividade média de
43,17 t/ha (IBGE, 2021).



Apesar de sua importancia econOomica, a producdo de maméo enfrenta
desafios significativos que impactam tanto a produtividade quanto a qualidade dos
frutos. O manejo inadequado do solo, préaticas de irrigacdo incorretas, falta de poda
adequada e controle insuficiente de ervas daninhas s&o fatores que podem
comprometer o rendimento da cultura (Aular e Natale, 2013). Além disso,
problemas fitossanitarios, como pragas e doencgas, representam ameacas criticas
ao cultivo do mamoeiro (Amaral, 2022). Dentre as doencas, as viroses destacam-
se como o principal obstaculo, devido a complexidade de seu controle e aos
impactos severos que causam. As trés viroses mais relevantes sdo o virus-do-
amarelo-letal, o virus-da-meleira e o virus-da-mancha-anelar (Oliveira et al., 2010).

A mancha-anelar, causada pelo Papaya ringspot virus (PRSV-P), é uma das
doencas mais devastadoras para a cultura do mamoeiro. Transmitido por pulgdes,
0 PRSV-P provoca deformacdes severas nas folhas, flores e frutos,
comprometendo drasticamente a qualidade e a produtividade da colheita (Costa et
al., 2003). Os sintomas iniciais da infecgéo incluem o amarelecimento das folhas
mais jovens, seguido pela descoloracédo das nervuras, formacao de rugosidades e
padrées de mosaico nas folhas, além da reducédo da area foliar. Em estagios
avancados, observam-se estrias oleosas nos peciolos e na parte superior do caule,
bem como a formacao de anéis nos frutos, que resultam em alteracdes sensoriais,
como perda de sabor e aroma, reduzindo significativamente a qualidade comercial
da producéo (Oliveira et al., 2000).

Diante dos desafios impostos pelo PRSV-P, torna-se essencial adotar
estratégias inovadoras e eficazes para o0 manejo da doenca. A analise da
diversidade genética surge como uma ferramenta essencial tanto para a
conservacao de recursos genéticos quanto para o desenvolvimento de novas
cultivares com caracteristicas desejaveis, como resisténcia a doencas e alta
produtividade (Faleiro et al., 2019). Nesse contexto, o Programa de Melhoramento
Genético do mamoeiro da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) desempenha um papel fundamental na busca por variedades
resistentes.

O presente estudo propde a utilizacdo de marcadores moleculares SSR-EST
génicos (Simple Sequence Repeats) para analisar a diversidade genética de
gendtipos de mamoeiro, com foco na resisténcia ao PRSV-P. Essa abordagem
permitiu avaliar a variabilidade genética entre os gendtipos e investigar possiveis
associacdes com a resisténcia a doenca, fornecendo bases para a selecédo de
genitores em programas de melhoramento.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estimar diversidade genética entre acessos de mamoeiro (Carica papaya.L)
do Bando de Germoplasma UENF/Caliman por meio de marcadores
microssateélites génicos (SSR-EST), a fim de identificar padrées de similaridade

genética que possam estar relacionados a resisténcia ao Papaya ringspot virus.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a diversidade genética dos 96 acessos de mamoeiro do Banco
de Germoplasma UENF/Caliman utilizando marcadores microssatélites génicos
relacionados a doencas;

2. Estimar a variabilidade genética dos 96 acessos do Banco de Germoplasma
UENF/Caliman;

3. Avaliar a eficiéncia dos marcadores microssatélites na discriminacdo de
genotipos resistentes ao Papaya ringspot virus;

4. Relacionar os padrdes genéticos identificados com informacdes fenotipicas

previamente disponiveis sobre resisténcia ao Papaya ringspot virus.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos gerais do mamoeiro

O mamoeiro (Carica papaya L.) pertence a familia Caricaceae, que
compreende seis géneros e 35 espécies (Badillo, 2000). Esses géneros incluem
Cylicomorpha, com espécies originarias da Africa Equatorial; Jarilla e Horovitzia,
Cujas espécies sao encontradas principalmente na América Central; e Jacaratia,
Vasconcellea e Carica, com espécies predominantes na América do Sul e América
Central. Dentre esses, 0 género Carica se destaca por incluir exclusivamente a
espécie cultivada, C. papaya (Badillo, 2000). O género Carica €é representado por
um arbusto perene de grande importancia horticola, sendo amplamente cultivado
em regides tropicais e subtropicais. Entre os principais produtores globais estdo a
india, o Brasil, a Indonésia, a Nigéria, o México e o Havai (Xu et al., 2020). Os frutos
do mamoeiro sdo reconhecidos por sua polpa nutritiva, rica em vitaminas A, C e E,
vitaminas do complexo B, minerais e fibras alimentares.

O mamao comercial é classificado em dois grupos principais: Solo e
Formosa. O grupo Solo é composto por variedades amplamente consumidas,
conhecidas por sua producdo precoce e frutos de formato periforme ou
arredondado, com peso variando entre 300 e 650 gramas. Essas cultivares
apresentam polpa de coloracdo laranja-avermelhada e sabor agradavel, sendo
especialmente indicadas para consumo in natura (Santana et al., 2023). Ja os

hibridos comerciais do grupo Formosa destacam-se por seus frutos maiores, com



polpa igualmente laranja-avermelhada, sendo amplamente valorizados nos
mercados nacional e internacional (Reis et al., 2015).

A producéo global de maméo tem crescido significativamente nas ultimas
décadas, posicionando-0 como a quarta fruta tropical mais popular, atras apenas
da banana, da manga e do abacaxi (Xu et al., 2020). Segundo a Organizacao das
Nacoes Unidas para a Alimentacédo e a Agricultura (FAO), a producédo global de
maméo ultrapassa 6,8 milhdes de toneladas anuais, cultivadas em
aproximadamente 440 mil hectares em todo o mundo. As Américas Central e do
Sul, especialmente o Brasil, respondem por 47% dessa producgéo, garantindo um
fornecimento consistente ao longo do ano (Santana et al., 2019). No cenéario
nacional, destacam-se o estado do Espirito Santo e a regido Nordeste, cujas
condicles climaticas favoraveis permitem a producdo e exportacado continua de
mamao durante todo o ano (Evans e Ballen, 2012).

O mamoeiro € uma espécie trioica, apresentando trés tipos sexuais distintos:
feminino, masculino e hermafrodita (Na et al., 2012). Nas populacdes silvestres, a
espécie é dioica, com plantas separadas de sexos feminino e masculino. Ja nas
populacdes cultivadas, predomina o sistema ginoico-andromonoico, caracterizado
pela coexisténcia de plantas femininas e hermafroditas (Zhou et al., 2022).

Cada tipo sexual apresenta caracteristicas morfolégicas e reprodutivas
especificas. As flores femininas, localizadas no caule da planta, dependem do poélen
de outra planta para a fertilizacéo e producéo de frutos. As flores hermafroditas, por
sua vez, possuem pistilos e estames maduros, permitindo a autopolinizacdo. No
entanto, condicdes de estresse podem induzir a mudanca de sexo de hermafrodita
para masculino. Por fim, as flores masculinas apresentam pedunculos ramificados
e longos, com estames que produzem abundante pdélen, mas seus pistilos sdo
abortados, impedindo a formacéo de frutos (Liao et al., 2021).

O cultivo de mamoeiros hermafroditas oferece vantagens significativas em
comparacao com plantas femininas ou masculinas, como custos reduzidos e maior
produtividade, uma vez que todas as plantas sao capazes de produzir frutos (Lee
et al., 2018). Os frutos hermafroditas apresentam formato alongado, variando de
piriforme a cilindrico, e possuem uma cavidade interna pequena, o que confere
maior espessura de polpa. Essas caracteristicas agregam valor comercial aos

frutos, tornando-os mais atrativos para o mercado (Costa e Pacova, 2003).



3.2 Melhoramento do mamoeiro

Os primeiros trabalhos de melhoramento genético do mamoeiro do grupo
Formosa comegaram na década de 1970, na Universidade de Fengshan, em
Taiwan (antiga Formosa), resultando nos hibridos ‘Tainung 01’ e ‘Tainung 0271’
(Marin et al., 2018). No Brasil, o cultivo do mamoeiro evoluiu significativamente
desde meados do século XX, consolidando o pais como o segundo maior
exportador mundial da fruta. A partir de 1982, avangos expressivos no
melhoramento genético impulsionaram o desenvolvimento de variedades do grupo
Solo, que passaram a atender tanto o mercado interno quanto o externo (Ruggiero
et al., 2011).

De acordo com Dantas e Lima (2001), a modernizacdo das praticas
agricolas, aliada a adocao de novas técnicas de cultivo, constitui uma estratégia
eficaz para ampliar a produtividade do mamoeiro. Essas melhorias ndo apenas
elevam a qualidade dos frutos, mas também contribuem para um aumento
significativo na producao total.

Com a expansdo das areas de plantio, a demanda por pesquisas em
diversas areas, incluindo o melhoramento genético, tem crescido continuamente.
Atendendo a essa necessidade, diversas instituicdes de pesquisa, universidades e
iniciativas privadas, tanto em ambito federal quanto estadual, tém desenvolvido
estudos e projetos na area (Dantas et al., 2011). No Brasil, apenas trés programas
atuam diretamente no melhoramento genético do mamoeiro: o Instituto Capixaba
de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper), a Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em parceria com a empresa
Caliman Agricola S.A., e a Embrapa Mandioca e Fruticultura (Dantas et al., 2012).

O Programa de Melhoramento Genético da UENF tem sido um marco na
agricultura, alcancando um avanco significativo com o desenvolvimento de 21
novas cultivares de mamao. Esse progresso ndo sé reduziu a dependéncia
brasileira da importacdo de sementes hibridas, como também ampliou as opcdes
disponiveis para agricultores e consumidores. Além disso, tais inovacdes
fortaleceram a posicdo do Brasil no mercado agricola global, permitindo a
exportacao de sementes de mamao (Bohry et al., 2021).

A parceria entre a UENF e a empresa Caliman, denominada
UENF/CALIMAN, dedica-se h4 mais de duas décadas ao desenvolvimento de

hibridos superiores. Seu principal objetivo é a obtencdo de gendtipos com



caracteristicas agronomicamente desejaveis, como alta produtividade, qualidade
dos frutos e resisténcia a doencgas (Santana et al., 2023).

Marin et al. (2002) realizaram cruzamentos dialélicos entre variedades dos
grupos Solo e Formosa em colaboragcdo com a UENF/CALIMAN. Como resultado,
o Brasil langou seu primeiro hibrido comercial, o ‘UENF-Caliman 01’, atualmente
conhecido como ‘Candy’. Posteriormente, essa parceria bem-sucedida levou ao
lancamento de uma série de outros hibridos, incluindo ‘UENF-Caliman 02’, ‘UENF-
Caliman 03’, ‘UENF-Caliman 04’, ‘UENF-Caliman 05’, ‘UENF-Caliman 06’ e ‘UENF-
Caliman 07’ (Marin et al., 2018).

A colaboracédo entre a UENF e a Caliman também impulsionou diversas
pesquisas cientificas. Netto et al. (2009) caracterizaram fisiologicamente dois
hibridos desenvolvidos para o norte/noroeste do Rio de Janeiro (‘UENF/Caliman
01" e JS12’) e os compararam com trés gendtipos comerciais amplamente
cultivados (Golden, Sunrise Solo 7212 e Tainung). Os resultados indicaram que 0s
hibridos da UENF apresentam capacidade fotossintética e caracteristicas
morfologicas similares as dos principais genotipos comerciais.

Da Luz et al. (2015) avaliaram sete hibridos de mamao desenvolvidos no
Programa de Melhoramento Genético da UENF. Esses hibridos, produzidos na
unidade de sementes da Caliman Agricola S.A., em Linhares-ES, foram obtidos a
partir de genitores endogamicos preservados no Banco de Germoplasma da
UENF/CALIMAN. O estudo revelou que alguns hibridos apresentaram rendimentos
guase duas vezes superiores as variedades padrdo, além de exibirem alto teor de
solidos soluveis e baixo numero de flores estéreis.

Pereira et al. (2019) introduziram uma nova cultivar de mamao, denominada
‘UC10’ (atualmente conhecida como ‘Vitdria’), recomendada para as regides
Sudeste e Norte do Brasil devido ao seu excelente desempenho agronémico e
adaptacdo climatica. Essa cultivar, do tipo Formosa, apresenta frutos de
aproximadamente 1,9 kg, com rendimento de 260 toneladas por hectare e producao
precoce. Além disso, destaca-se pelo sabor, tornando-se altamente atrativa para
os consumidores. Esses avan¢os demonstram o compromisso das instituicdes de
pesquisa com o aumento da produtividade e qualidade do mamao.

O aprimoramento genético do mamoeiro tem sido essencial para fortalecer
a competitividade do Brasil no mercado agricola. A medida que as técnicas de

melhoramento continuam a evoluir, novas estratégias podem ser incorporadas para



otimizar a qualidade e produtividade da cultura, contribuindo para suprir a crescente

demanda global por alimentos de alta qualidade.

3.3 Papaya ringspot virus e a cultura

O Papaya ringspot virus (PRSV), responsavel pela doenca conhecida como
mancha anelar do mamao, representa uma ameaca significativa para o cultivo
mundial da cultura. Este virus pertence ao género Potyvirus, inserido na familia
Potyviridae (Premchand et al., 2023). O PRSV possui um genoma de RNA fita
simples de sentido positivo, encapsulado por uma proteina de revestimento de 36
KDa. O genoma viral é composto por 10.326 nucleotideos, incluindo uma cauda
poli A, e contém um unico quadro de leitura aberto (ORF) que se estende do
nucleotideo 86 ao 10.120, codificando uma poliproteina de 3.344 aminoacidos. Esta
poliproteina é processada por trés proteases virais para produzir todas as proteinas
virais (Saleem et al., 2021).

O virus possui duas variantes: uma que afeta tanto 0 mamoeiro quanto as
cucurbitaceas, denominada PRSV-P, e outra que infecta exclusivamente as
cucurbitaceas, chamada PRSV-W (Carvalho et al., 2022). Embora ndo possam ser
diferenciados por testes soroldgicos, as variantes PRSV-P e PRSV-W séo
distinguiveis por seus hospedeiros especificos (Wu et al., 2018) e sao transmitidas
por varias espécies de pulgdes, por meio de um processo de transmisséao rapida e
superficial, sem que o virus circule internamente no inseto. Eles se alimentam do
mamoeiro infectado e, em seguida, transportam o virus para plantas saudaveis.
Além disso, o virus pode ser eficientemente transmitido de plantas doentes para
plantas sadias por transmissdo mecanica, como enxertia de pequenos pedacos do
peciolo ou nervuras de plantas doentes, uso de ferramentas contaminadas e solos
infectados (Gonsalves et al., 2010).

Os primeiros relatos dos sintomas do PRSV-P datam de 1949 no Havali,
guando foram identificados anéis concéntricos nos frutos e estrias oleosas nos
peciolos e partes jovens do tronco (Medina-Salguero et al., 2021). A infeccao
geralmente resulta na formagéo de manchas anelares nos frutos, mosaico, clorose
nas folhas, distorc¢éo foliar, crescimento retardado, queda de flores e estrias oleosas
a base de 4gua nos peciolos e na parte superior dos troncos jovens (Saleem et al.,
2021).



A cultura do mamoeiro enfrenta diversos desafios, sendo o PRSV-P um dos
mais devastadores. Este virus tem o potencial de causar perdas totais na producéao,
chegando a 100%, e ainda resultar em perdas pdés-colheita de 30% a 40%
(Mendoza et al., 2008). No extremo Sul da Bahia, as viroses, incluindo a mancha
anelar, foram identificadas como o maior problema da cultura do maméo por 75%
dos produtores (Cruz Neto et al., 2017). O controle da mancha anelar do maméao
apresenta desafios significativos. Nos estados do Espirito Santo e Bahia, a
remocado sistematica de plantas infectadas tem se mostrado a estratégia mais
eficaz para o controle da doenca ao longo dos Ultimos 25 anos (Ventura et al.,
2004). No entanto, em todos os lugares onde o PRSV-P foi detectado, h4 um
consenso sobre seu impacto negativo na cultura do mamao, reduzindo a vida util
das plantas, a producdo e a qualidade dos frutos. Como resultado, muitos
produtores acabam desistindo do cultivo do maméo, como observado no estado de
Sao Paulo, onde a area de plantio tem sido minima ha varios anos (Rezende et al.,
2007).

A estratégia mais efetiva em escala global para prevenir e controlar o PRSV-
P é o cultivo de variedades de maméao geneticamente modificadas que sao
resistentes ao virus. A primeira variedade de mamao geneticamente modificada
para resisténcia ao PRSV-P, que inclui o gene PRSV CP (Papaya ringspot virus
coat protein), foi desenvolvida no Havai (EUA) em 1998. As variedades ‘SunUp’ e
‘Rainbow’ demonstram uma resisténcia significativa aos isolados de PRSV-P do
Havai (Wu et al., 2018). No entanto, a resisténcia genética pode enfrentar desafios
com a evolucao do virus, demandando constantes esfor¢os para desenvolver novas
variedades resistentes e estratégias de controle mais eficazes.

A introducdo de lavouras geneticamente modificadas (GM) representa um
marco na agricultura moderna, impulsionando a produtividade e a resisténcia das
culturas. No entanto, essa inovagao também gera preocupacdes sobre a seguranca
desses produtos, tanto para 0 meio ambiente quanto para a saude humana. A
manipulacdo genética de culturas, embora possa aumentar a produtividade e a
resisténcia a pragas, também pode ter implicacdes desconhecidas para o ecossistema
e a saude humana (Costa et al., 2011). Assim, os métodos classicos de melhoramento
genético assumem um papel fundamental no desenvolvimento de cultivares com maior
capacidade de defesa genética, oportunizando a disponibilizacdo de um germoplasma

com nivel de tolerancia ou resisténcia ao virus.
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3.4 Estudo de diversidade genética via marcadores moleculares

A andlise da diversidade genética e da estrutura populacional desempenha
um papel fundamental no melhoramento genético de plantas. A base genética dos
seres vivos decorre da complexidade de seus genomas, nos quais mudancgas como
substituicdes, insercdes, delecbes e outras variacbes nos pares de bases
contribuem para a variabilidade genética. Essa diversidade se manifesta em
variagbes fenotipicas, gendmicas, cromossémicas e protebmicas entre 0s
organismos (Zhang et al., 2018).

Os marcadores moleculares permitem a investigacao detalhada da variacao
genética presente nas plantas. Eles sdo essenciais na identificacdo de duplicatas
dentro de colecdes de germoplasma, auxiliando na formulacdo de estratégias
eficazes para a conservacao e utilizacdo da variabilidade genética disponivel. A
eficacia dos marcadores baseados em DNA na avaliacéo da diversidade molecular
e no estabelecimento de relacdes filogenéticas precisas entre espécies €
amplamente reconhecida, especialmente quando comparada a métodos
tradicionais baseados em caracteristicas morfoldgicas, citolégicas e bioquimicas
(Mir et al., 2022).

O uso de marcadores de DNA representa uma alternativa eficiente em
termos de tempo, esforco e custo. A analise da diferenciacdo genotipica por meio
desses marcadores oferece maior confiabilidade em comparacdo com abordagens
baseadas em caracteristicas fisiologicas ou morfologicas. Além disso, 0s
marcadores de DNA permitem a identificacdo e o rastreamento de caracteristicas
genéticas especificas, sendo particularmente Uteis em programas de
melhoramento genético (Hasibuzzaman et al., 2020). Isso possibilita uma selecéo
mais precisa de plantas com caracteristicas desejaveis, otimizando a eficiéncia dos
programas de melhoramento.

Entre os diversos tipos de marcadores moleculares, os microssatélites,
também conhecidos como repeticdes de sequéncia simples (SSR), destacam-se
por varias razdes. Eles sdo amplamente distribuidos no genoma e fornecem um
volume substancial de informacdes genéticas. Além disso, possuem heranca
codominante, permitindo a deteccdo de multiplos alelos. Sua alta reprodutibilidade
em experimentos sucessivos e a possibilidade de transferéncia entre espécies

geneticamente préximas tornam-nos ferramentas valiosas para estudos genéticos.
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Os marcadores SSR sé&o amplamente aplicaveis, de facil interpretacdo em anélises
de genotipagem, altamente automatizaveis e permitem multiplas reacfes em uma
Unica etapa de PCR (Loannidis et al., 2022).

Os marcadores SSR tém sido utilizados em diversos estudos voltados para
a compreensdo da diversidade genética, da estrutura populacional e da
diferenciacdo entre variedades e espécies. Vidal et al. (2014) desenvolveram um
atlas de marcadores SSR especificos para 0 mamao, composto por 160.318 SSRs,
dos quais 21.231 estdo localizados em regides génicas. Mendes (2017), em sua
pesquisa, empregou os marcadores SSR desenvolvidos por Vidal et al. (2014) para
analisar a firmeza do fruto, uma caracteristica agronémica de grande importancia.
Por meio da aplicacdo de SSR-ESTs, Mendes (2017) realizou uma andlise genética
gue contribuiu significativamente para a compreensao da base genética associada
a firmeza do fruto no mamoeiro. Esse estudo ressalta o papel dos marcadores SSR
no avango da pesquisa genética e no aprimoramento das culturas frutiferas.

A aplicacdo de marcadores moleculares tem o potencial de transformar os
programas de melhoramento genético do mamoeiro, uma vez que possibilita uma
selecdo mais rapida e precisa. Essa técnica acelera significativamente o processo
de selecéo, permitindo a andlise de um grande numero de progénies em estagios
iniciais de desenvolvimento. Além disso, 0 uso de marcadores moleculares pode
aumentar os ganhos genéticos, tornando os programas de melhoramento mais
eficientes e direcionados (Bohry et al., 2021).

Embora o cultivo de maméao esteja em expanséo, a escassez de cultivares
comerciais adaptadas a diferentes condicdes ambientais tem representado um
desafio para a producao global. A diversidade genética limitada entre as cultivares
selecionadas torna a espécie mais suscetivel a infec¢des bacterianas e virais. Para
facilitar a identificacdo e a selecdo de gendtipos com caracteristicas desejaveis,
como maior resisténcia a doencas, maior variabilidade genética e produtividade,
tem-se recorrido a selecdo assistida por marcadores moleculares (MAS), uma
estratégia que vem se consolidando como uma ferramenta essencial para o
melhoramento do mamoeiro (Vidal et al., 2014).

Dessa forma, a analise da diversidade genética e da estrutura populacional
desempenha um papel crucial no avanco dos programas de melhoramento genético
de plantas (Guimaraes et al., 2019). O emprego de marcadores moleculares nao
apenas reduz o tempo necessario para o desenvolvimento de novas cultivares,
como também aprimora a precisdo da sele¢cdo, maximizando o potencial produtivo
das espécies agricolas.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, no Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal setor de Genética
Aplicada (LMGV/CCTA/UENF).

4.1 Material Vegetal

Foram analisados 96 acessos de Carica papaya L., avaliados quanto a
resisténcia ao PRSV-P. Tais acessos foram divididos em dois grupos, sendo o
primeiro composto por 44 acessos do Banco Ativo de Germoplasma da
UENF/Caliman, que incluem materiais dioicos, ginodioicos-andromonoicos e
linhagens endogamicas desenvolvidos em parceria com a empresa Caliman
Agricola S.A (Tabela 1). Ja o segundo grupo consistiu em 52 acessos genotipos
dioicos e hermafroditas coletados em diferentes localidades das regifes do Norte
e Noroeste do Rio de Janeiro, bem como do Noroeste e Sul do Espirito Santo
(Tabela 2).
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Tabela 1. Descricdo dos acessos de C. papaya do Banco de Germoplasma

UENF/Caliman.

Cdédigo Acessos Grupos Categoria Origem
BAGO1 Formosa Linhagem endogéamica Brasil
BAGO02 Solo Variedade -
BAGO03 Formosa Linhagem endogamica Costa Rica
BAGO04 Formosa Linhagem endogamica -
BAGO06 Formosa Linhagem endogamica -
BAGO7 Solo Variedade Brasil
BAGO08 Solo Linhagem endogamica Brasil
BAG12 Solo Linhagem endogamica Hawaii-US
BAG13 Solo Linhagem endogamica Hawaii-US
BAG14 Solo Variedade Brasil
BAG15 Solo Variedade Brasil
BAG16 Formosa Linhagem endogamica -
BAG17 Solo Linhagem endogamica Brasil
BAG19 Solo Linhagem endogamica Brasil
BAG20 Formosa Linhagem endogamica Hawaii-US
BAG23 Formosa Variedade Cuba
BAG25 Formosa Linhagem endogamica -
BAG26 Solo Linhagem endogamica Brasil
BAG28 Solo Variedade Brasil
BAG29 Formosa Linhagem endogamica Brasil
BAG30 Formosa Hibrido Brasil
BAG31 Formosa Linhagem endogamica Brasil
BAG32 Formosa Dioico us
BAG33 Formosa Linhagem endogamica Brasil
BAG34 Formosa Linhagem endogamica -
BAG36 Formosa Linhagem endogamica Brasil
BAG39 Formosa Linhagem endogamica Brasil
BAG43 Formosa Linhagem endogamica Brasil
BAG45 Formosa Linhagem endogamica Brasil
BAG46 - - -
BAG47 - Dioico -
BAG50 - - -
BAG52 Formosa Linhagem endogamica -
BAG55 - Segregante -
BAG57 - Segregante -
BAG58 - Dioico -
BAG60 Formosa Segregante Brasil
BAG61 - Linhagem endogamica Brasil
BAG62 - Linhagem endogamica Brasil
BAG63 - Linhagem endogamica Brasil
BAG66 Solo Linhagem endogamica Brasil
BAG67 Formosa Linhagem endogamica Brasil
BAG89 Solo Linhagem endogamica -

(-) informacéo desconhecida
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Tabela 2. Descricdo e origem dos frutos dioicos e hermafroditas de C. papaya
coletados em cidades das regides Norte e Noroeste do Rio de Janeiro e Norte e
Sul do Espirito Santo.

ACcc,:ac:sgc?s Cidade Regiéo UF  Tipo de fruto
UENFO06-01 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENF06-02 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENFO06-03 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENF06-04 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENFO06-05 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENFO04-01 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENFO04-02 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENFO04-05 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENF07-01 S&o Joédo da Barra Norte RJ Dioico- Feminina
UENF07-02 S&o Joéo da Barra Norte RJ Dioico- Feminina
UENF07-04 S&o0 Joéo da Barra Norte RJ Dioico- Feminina
UENFO07-05 S&o0 Joédo da Barra Norte RJ Dioico- Feminina
UENF03-01 Muqui Sul ES Dioico- Feminina
UENF03-02 Muqui Sul ES Dioico- Feminina
UENF03-03 Muqui Sul ES Dioico- Feminina
UENF03-05 Muqui Sul ES Dioico- Feminina
UENF09-01  Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF09-02 Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF09-03 Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF09-04  Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF09-05 Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF12-01 Ipituna- Sdo Sebastiao Noroeste RJ Hermafrodita
UENF12-02 Ipituna- S&o Sebastido Noroeste RJ  Hermafrodita
UENF12-03 Ipituna- S&o Sebastido Noroeste RJ  Hermafrodita
UENF12-04 Ipituna- S&o Sebastido Noroeste RJ  Hermafrodita
UENF12-05 Ipituna- S0 Sebastido Noroeste RJ  Hermafrodita
UENF11-01 Sao Fidélis Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF11-02 Sao Fidélis Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF11-03 Sao Fidélis Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF11-04 Sao Fidélis Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF02-01 Cachoeiro de Sul ES Dioico- Feminina
UENF02-02 Cachoeiro de Sul ES Dioico- Feminina
UENF02-03 Cachoeiro de Sul ES Dioico- Feminina
UENF02-04 Cachoeiro de Sul ES Dioico- Feminina
UENF02-05 Cachoeiro de Sul ES Dioico- Feminina
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Tabela 2 — Cont.

Acf:?acslfgs Cidade Regiéo UF Tipo de fruto
UENF08-01 Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF08-02 Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF08-03 Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF08-04 Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF08-05 Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF10-02 Séo Fidélis — Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF10-03 Séo Fidélis — Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF10-04 Séo Fidélis — Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENFO05-02 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENF05-03 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENF05-04 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENFO05-05 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENF12-14 Ipituna- Sdo Sebastido Noroeste RJ  Hermafrodita
UENF09-09 Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF09-15 Itaocara- Jaguarambe Noroeste RJ Dioico- Feminina
UENF06-10 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina
UENFO06-15 Pinheiros Norte ES ES Dioico- Feminina

4.2 Coleta do Material Vegetal

Folhas jovens foram coletadas dos 96 acessos de mamoeiro (tabela 1 e 2),
cultivados em casa de vegetacdo da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF). As plantas foram previamente inoculadas artificialmente por
meio de inoculacdo mecanica do virus, e a severidade da doenca foi avaliada por
meio do indice de doenca (ID%), (Braga, 2024; Santos, 2024). Em seguida, foram
encaminhadas ao Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal do Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuéarias (LMGV/CCTA/UENF) para analises

posteriores.

4.3 Isolamento de DNA genémico

O DNA genbmico total dos gendtipos foi extraido a partir de

aproximadamente 100 mg de folhas, seguindo o protocolo de extragc&o descrito por
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Doyle e Doyle (1990). A qualidade da extracéo foi avaliada por eletroforese em gel
de agarose Metaphor a 1%, submetido a uma voltagem constante de 100 V,
permitindo a andlise do perfil eletroforético das bandas obtidas. A quantificacao das
amostras de DNA foi realizada por meio do software GelQuant. Posteriormente, as
amostras foram diluidas até atingirem uma concentracéo final de 5 ng/pL.

4.4 Selecédo dos Primers

Em mamoeiro, Vidal et al. (2014) desenvolveram e validaram um atlas de
marcadores de repeticdo de sequéncia simples baseado em sequéncias expressas
(SSR-EST), identificando 4.805 marcadores potencialmente associados a
resisténcia a doencas. A partir desse conjunto, foram selecionados 50 loci SSR-
EST, com foco especifico naqueles relacionados a resisténcia a doencas. O critério
de selecao dos primers consistiu em: 1° escolher primers representativos dos nove
grupos de ligacdo; 2° eleger primers com descricbes e funcdes bioldgicas
associadas a resisténcia a doencas dentro desses grupos. Dentre os loci
selecionados, 24 estéo localizados em regides de éxons e 26 em regides de introns

com mostra a tabela 3.



Tabela 3. Caracterizac@o dos 50 loci SSR-ESTSs relacionados a resisténcia a doengas, com os respectivos Grupos de Ligagéo (GL) e
fungbes. Dados baseados no atlas de marcadores SSR-ESTs de Vidal et al. (2014).

N° SSR ID Sequéncias dos iniciadores F/R GL Descrigcéo
AGCACATGGAACGGAAGCA RN Alproseeso metabalcoliesposta de defesa s
1 Cpa_SRR_015274 GCTGAACCTGGTTTTCTAGTCG GL1 NIV < olresp
virus|manutencao da metilagdo do DNA|processo
catabdlico de ATP|
CGGGAGGCCATATCTGTAAACA
2 Cpa_SRR_009329 TCAGGTATTGGGGGAGACGA GL1 Resposta ao virus|
TGCCCCAATTCTCCCAGGT
3 Cpa_SRR_002164 GCAAATGAAGCAGCCTCTACC GL2 Resposta a outro organismo |
CGTAGGCCTCACGTTCGAT Resposta de defesa |transducédo de sinal |[resposta
4 CpaSRR 012440 \coTCCGACCAATTCCTGT GL2 imune inatal
Producéo de ta-siRNAs envolvidos na interferéncia de
TGCCTGCCATGTTTTGACAG : : S . .
5 Cpa_SRR_016856 GCCTGCTTTGGTIGTTCTCA GL3 RNA|silenciamento de.gene.s virais em silenciamento de
genes induzido por virus|
TCTAATGTGGATGGTGGCTCA Propagacéo do virus no hospedeiro |processo
6 Cpa_SRR 011759  CCCTTCTTTTGCAGCAACCA GL3 pagac u b P
metabolico|patogénese|
TCCTTCTTGTTTACCAGTGCTG Processo metabdlico |silenciamento genético induzido
7 Cpa_SRR 014976 - GGAATGTACCAGTGATT GL3 por virus|
Silenciamento de genes por RNA| producéo de ta-
sRNAs envolvidos na interferéncia de
TCAGAGGCAGTGTAGAGCA RNA|silenciamento de genes induzido por virus
8  Cpa_SRR_014948 TGAACACGCACCCTCTGA GL3 |silenciamento de genes pos-transcricional|producéo de

siRNA envolvido na interferéncia de RNA|resposta de
defesa ao virus

LT
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N° SSRID Sequéncias dos iniciadores F/R GL Descrigcéo
AGAGGCTGCAGAGGTTTTACT Resposta ao virus|propagacédo do virus no hospedeiro
9 Cpa_SRR_008023 ACGTAAAGGACAGCAGCTTCA GL3 ; y ’
célula a célulal
GCANGCTGGACAATGCCA e e e e o
10 Cpa SRR 016033 GGAGCATGGATGGAATTGGC cL3 . vegetalivajproducao de ta-SIRINAS envolvidos
interferéncia de RNA|silenciamento génico induzido por
virus|
TGACCAGCCTTTCTTCATTGC Resposta imune inata |transducéo de sinal| resposta de
11 Cpa_SRR_018508 ACAAGGCTGAAGAGGTTGCT GL4 defesal
Resposta ao ion cadmio | regulacdo negativa da
GGTCGCTATCCCACAAAAGC germinacao de sementes | resposta de defesa ao fungo |
12 Cpa_SRR_018778 GGCTGATATGGGTGCAGGA GL4 resposta de defesa a bactéria | resposta ao calor |
resposta ao frio | resposta ao virus | dobramento de
proteinas |
AGTTGGCCGGAGAGAGAAGA
13 Cpa_SRR_010131 TCCAGGGAGCAAATCAGTACC GL4 Resposta ao virus |
AGGTTTGATCACGGCAGCA
14 Cpa_SRR_015405 ACATGCCTGGCCTTTCGA GL4 Resposta de defesa |
TTGCATGGGAGGCGAGAA
15 Cpa SRR _007616 CCAAACATGGATTTTCGTGGT GL5  Desenvolvimento foliar [resposta ao virusi|fosforilagao|
TGGGCTGTTGAGTCTTTGCT Virus silenciamento génico induzido|producéo de siRNA
16 Cpa_SRR 010483 \GCAGAGCTCAGGAGGAAGA GLS envolvido na interferéncia de RNA

8T
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N° SSRID Sequéncias dos iniciadores F/R GL Descrigcéo
AGCGGATTCTTGGAGGCT
17 Cpa_SRR_005102 TGCCTGTTTCCGGTATCCAG GL5 Resposta de defesa |
Processo catabdlico de ATP| Reproducéo viral|processo
ACGGGGATTTGCGCAGAA et . .
18 Cpa_SRR_005096 TCCTCCGCATTCACAACCG GL5 metabdlicolinteracéo virus-hospedeiro|
GCTTACTCTGAAGGGTATCACACA Processo catabdlico de ATP| reproducéo viral|processo
19 Cpa_SRR_005097 TGCGGTGGTCTTGCAACA GL5 metabélicofinteraco virus-hospedeiro|
Resposta ao ferimento | resposta ao estimulo do acido
salicilico | resposta de defesa a bactéria | regulacéo da
AAATGGACCGGCTGAGCA . :
20 Cpa_SRR_003287 AGGCTGGTATCAAAAGGGTGA GL5 resposta de defesa ao virus pNelo hospedeiro | resposta
de defesa ao fungo | regulacdo da resposta de defesa
|
Iniciacéo translacional |resposta ao virus |regulacéo
TGCACCCGTTCCAACAGA : ]
21 Cpa_SRR_008609 ATAGAGAGCAGCGAACAGATC GL6 negativa da resposta de defesa ao virus|
CTGCCCCTTCACCGACAAT Resposta ao estimulo do acido abscisico | iniciacdo da
22 Cpa_SRR_009841 GCCCTCCCTGAGCATTGTT GL6 P ~ ; ¢
traducao | resposta ao virus |
AGTTGAGGGAAGGCAGGA
23 Cpa_SRR_004600 TGAAGCCTTGCAACCACCT GL6 Resposta de defesa |
24 Cpa SRR 013034 GGTGATTTGGCGAGTAGTGAC GL6 Propagacéo do virus no hospedeiro |transporte

GCACCCGCCTTCCTAACT

intercelular mediado por plasmodesmos]|

6T
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N° SSR ID Sequéncias dos iniciadores F/R GL Descrigcéo
TGGCACAGCTAGGTTGAAACA
25 Cpa_SRR_013032 GGTGGCCCTGAAAGTGTGT GL6 Transducgao de sinal| resposta imune inata|
Silenciamento génico induzido por virus | resposta de
defesa ao virus | mudancga de fase vegetativa |
26 Cpa_SRR_019352 GTC?T%AAAX:%TFECCI'SS ggcn Aﬁ Cﬁ 'I?C-;I-T GL7 processamento de RNA | produgéo de siRNA envolvido
na interferéncia de RNA | manutencéao da metilacéo do
DNA |
CGACTCTCTGCAACTCCGA Resposta imune inata| transducéo de sinal| resposta de
27 Cpa_SRR_006510 AGTGCAAACCCCAGCCAT GL7 defesal
TGATTGTGCCCTATCCTCTGG Desfosforilagdo|processo metabdlico |regulacdo da
28 Cpa_SRR_008840  CcGACAATCTCCAGCAT GLY resposta de defesa ao virus|
Secrecao pela célula | regulacdo da exportacdo de
ATCGTGTGTGGCGTTCGA SR . LD .
29 Cpa_SRR 013620 TTGGAAGCCGGAGAAGGT GL7 aminoacidos | interacéo vvlir:JusS-hospedelro | resposta ao
TGCAGACAAGGGTTCCATCTC
30 Cpa_SRR_006625 GGATTGCTGCTCAGTTGCC GL7 Resposta de defesa
AGCAAAGAGATGGGAATCTGCA Transporte nucleocitoplasmatico |processo catabdlico
31 Cpa SRR_005928 TGCCTGCCAAACCCAACT GL7 P P b
GTP|resposta ao virus|
ACACCGTCGGAGTCACAT
32 Cpa_SRR_006562 TCGCCCAATCCCTGCATT GL7 Transducao de sinal| resposta imune inata|

0¢
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N° SSR ID Sequéncias dos iniciadores F/R GL Descrigcéo
Resposta ao ferimento | resposta ao estimulo do acido
salicilico | regulacéo da transcri¢cdo, dependente de DNA
resposta a quitina | resposta de defesa a bactéria |
CACTGATTGGCGAGCTGGA | ~ .
33 Cpa_SRR_015515 AGGGTTTTATCTTTGGGGTGAGT GL7 regl_JIagao da resposta de defesa ao virus pelo~
hospedeiro | resposta de defesa ao fungo | regulacéo da
resposta de defesa |
Resposta ao ferimento | resposta ao estimulo do acido
salicilico | regulacao da transcricéo, dependente de DNA
ACCCTACCAGCTCTCTCATCA | resposta a quitina | resposta de defesa a bactéria |
34 Cpa_SRR_015518 TGTACATTTGGGGCGCAA GLY regulacéo da resposta de defesa ao virus pelo
hospedeiro | resposta de defesa ao fungo | regulacéo da
resposta de defesa |
GTTTAGCCCCGCAAAGAGG Transducdao de sinal [resposta de defesa |resposta
35 Cpa_SRR_001459 CGGCTTTCACTCTATCGACCT GL8 & . be P
imune inata|
CAGTTCCATCTGCAAGAAGTACT Resposta imune inata |transducéo de sinal |resposta de
36 Cpa SRR 001462  TCCGGAGCCCTGATCTTGA GL8 P defesa‘f P
Organizacao dos microtubulos corticais | resposta a
AGCATGATGAAATTTCGGCTCA privacao de agua | resposta de defesa ao virus |
37 Cpa_SRR_001097 TCCCCAATTTGAGAATCCCACT GL8 padronizacdo do complexo estomatico | transporte
intercelular mediado por plasmodesmos |
TGGCGGTGGTCATAGAGGT
38 Cpa_SRR_015928 TATGGCGGCACTGGAACTC GL9 Resposta de defesa ao virus |

TZ
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N° SSR ID Sequéncias dos iniciadores F/R GL Descrigcéo
ACTTTTCCTCCTCAAACGAGTCT Resposta imune inata |transducao de sinal |[resposta de
39 Cpa_SRR_000704 )\ AAAGCTGTGGGGTCCGT GL9 defesa]
GGTGCACGTGTTGTTGACC Resposta imune inata |transducao de sina l|[resposta de
40 Cpa_SRR_000705  cAGATGATGAAATAAACGCTG — CM° defesa
T
s Con SRR 000708 TGTTCTTGTTCTTGCTCCACAG oL Resposta imune inata |tr321%il;(|;ao de sinal |resposta de
Pa_SRR_ AAGCTGTGGGGTTCGTCT
Fechamento estomatico | resposta ao ion cadmio |
regulacéo negativa da germinacao de sementes |
GGAATGCCAGACAGCTCGA .
42 Cpa_SRR_000407 CCTACGGAGCTGCAGTTCA GL9 res,ppsta de defesa ao fungo | resposta dg defesa a
bactéria | resposta ao calor | resposta ao frio | resposta
ao virus | dobramento de proteinas |
Processo metabdlico de auxina| silenciamento génico
AGGTGAGAAGCTCTGCATGA . : ; .
43 Cpa_SRR_008969 CCTTCCTAATGATCTCTCTGTTCT GL9 mdumdo por V|rus|respos:[a.a luz vermelha
distante|silenciamento génico por miRNA
Resposta ao virus |[desenvolvimento do
carpelo|desenvolvimento das flores| regulacdo da
CACATGTCCTGCAACGAATT .
44 Cpa_SRR_018215 GGTTAGCCTGAGTCGGTAATC UN reproducao V|ral|processamento de
mRNA|desenvolvimento das folhas|
Desenvolvimento foliar |[morfogénese dos
45 Cpa SRR 020049 ACTTGGTAGACAGTTATAAAGCTGT UN tricomas|regulacéo da reproducéo viral|resposta ao

CCATCCAGGCTTGTGACCA

virus|desenvolvimento das flores|fosforilacéo de
proteinas|regulacéo do ciclo celular|

44
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N° SSR ID Sequéncias dos iniciadores F/R GL Descrigcéo
TGGACTGAAGTGGCTAGTTGG Desfosforilagdo|processo metabdlico |regulacdo da
46 Cpa_SRR_021132 AGAGCGACAATTTCCCCAGT UN resposta de defesa ao virus|
Resposta ao virus | dobramento de proteinas | resposta
AGATGTTGATGGCGGGGTT - PR
47 Cpa_SRR_019902 TGGGAGCAACAAGAAGCAT UN ao ion cadmio | resposta ggliﬁilor | resposta ao estresse
GGCAGGACAAACACACAGC Processo metabalico |resposta de defesa|
48 Cpa_SRR 020161 T pAAACAACATTGGCCGAT UN
Processo metabdlico de auxina |silenciamento génico
induzido por virus | silenciamento génico por miRNA|
GCTCCTTAGATCCCAAGAGCA , . . : A .
49 Cpa_SRR_019658 GCCAACGCTTCCAAGTTTTG UN resposta imune |nat§1|S|IenC|Aam_ento génico pos-
transcricional|interferéncia de RNA
Producéo de ta-siRNAs envolvidos na interferéncia de
50 Cpa_SRR_020885 ACCGGAGACATCGGACAGT UN RNA |resposta de defesa a virus|manutengao da

CCCAATCTTACACACACAAGGG

metilacdo do DNA|processo catabdlico de ATP

€c



24

4.5 Anélises moleculares via PCR

As reagdes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador Eppendorf
Applied Biosystems/Veriti 96 well, que foi configurado para efetuar 35 ciclos,
obedecendo as seguintes temperaturas e tempos: desnaturacao inicial de 94°C
durante 5 minutos; 94°C por 1 minuto, (desnaturacao ciclica); 56°C por 1 minuto
(anelamento); 72°C por 2 minutos (extensao ciclica); 72°C por 7 minutos (extensao
final); e resfriado 4°C. O volume final foi de 13 uL contendo 2 yL de DNA (10 ng/pl),
1X de Buffer, 0,2 mM de dNTPs, 1,9 mM de MgCl, 0,19 uM de cada primer, 0,75 U
de Taq DNA polimerase.

Antes das analises nas 96 amostras, os primers SSR-ESTs foram
submetidos a uma triagem para verificar o nivel de polimorfismo. Para tanto, foram
utilizados seis genotipos de mamoeiro, sendo cinco provenientes do Banco Ativo
de Germoplasma (BAG) da UENF/Caliman: Cariflora (BAG PL1-G32), Sdo Mateus
(BAG PL1-G17), Kapoho (BAG PL1-G13), Golden tipo Formosa (BAG PL1-G33) e
JS12 (BAG PL1-G31). Alem desses, foi incluido um material silvestre dioico,
coletado em Itaocara - Jaguarambe/RJ (UENF09-10). As amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose Metaphor 4% em tampao de corrida
TAE 1X. Cada amostra foi composta por 10 uL do produto da PCR, 3 pL de GelRed
e 3 uL de BlueJuice. Utilizou-se também o marcador DNA Ladder com uma variagao
de 35 a 450 pb durante as corridas para determinar o tamanho dos fragmentos
amplificados. Posteriormente, os géis foram visualizados sob luz ultravioleta, e as
imagens foram capturadas pelo sistema MiniBis Pro de fotodocumentacdo. Com
base nos resultados, foram selecionados os loci mais informativos para
amplificacdo por PCR nos 96 acessos de mamoeiro.

Com base nos resultados obtidos na eletroforese em gel de agarose, os loci
SSR-EST selecionados foram analisados nas 96 amostras e submetidos a
eletroforese capilar. Os produtos da amplificacdo foram diluidos numa relacéo de 8
Ml de amostra para 16 pl de Buffer E do kit DNF 900 em placas de 96 pocos, e
submetidos a eletroforese capilar (Fragment Analyzer). A qual foi conduzida sob
uma corrente elétrica de 7,5 kW por 140 minutos, utilizando marcadores de

fragmentos de 1 pb e 500 pb como referéncia.
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4.6 Andlise Estatistica

Os resultados da amplificagcéo dos iniciadores SSR foram transformados em
um codigo numérico, no qual cada alelo por locus recebeu um valor Unico. Esse
processo resultou em uma matriz numérica, na qual os valores foram atribuidos de
1 até o numero maximo de alelos presentes no locus, conforme o exemplo a seguir:
para um locus que apresentou trés alelos, a representacao foi 11, 22 e 33 para as
formas homozigotas (A1Al, A2A2 e A3A3) e 12, 13 e 23 para as heterozigotas
(A1A2, A1A3 e A2A3).

A partir dessa matriz, foi calculada a distancia genética entre os genétipos
estudados, com o auxilio do programa GENES (Cruz, 2008). A andlise de
agrupamento dos genotipos, representada por meio de um dendrograma, foi
realizada pelo método hierarquico UPGMA (Saitou e Nei, 1987), utilizando os
coeficientes de Smouse e Peakall (1999) para estimar a dissimilaridade. A matriz
de dissimilaridade genética obtida foi, entdo, submetida a analise de agrupamento
pelo método UPGMA. O programa PowerMarker verséo 3.25 (Liu e Muse, 2005) foi
utilizado para estimar medidas de diversidade: nimero de alelos por locus (NA),
heterozigosidade esperada (HE), heterozigosidade observada (HO), indice de
conteudo polimorfico (PIC) e coeficiente de endogamia (F).

A heterozigosidade esperada foi determinada pela seguinte expressao:

k
HE=1- fo
i=1

em que:
Xi: frequéncia do alelo i;

K: nimero de alelos.

Ja a heterozigosidade observada foi estimada pela expresséo:

a .
j=1,j=1 1
n

Ho =

em que:
Nij: nimero de heterozigotos em cada locus;

N: total de individuos estudados.

O indice de Contetdo Polimérfico foi calculado pela seguinte expresséao:

PIC=1-3L,pi® =3¢, T8, pi’pj?
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em que:
Zi pi%: informatividade do primer;
2% pi? pj%: frequéncia do alelo p no primer j.

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

determinado pela seguinte expressao:

F=1-—
em que: HO

Ho: frequéncia observada de heterozigotos;

He: frequéncia esperada de heterozigotos.

4.6.1 Analise da estrutura da populacao

Para analisar a estrutura populacional dos 96 gendtipos de mamoeiro,
utilizou-se o software STRUCTURE (verséo 2.3.4) com um modelo bayesiano "no
admixture” e frequéncias alélicas independentes. Foram realizadas 100.000
iteracOes iniciais ("Burning Period") seguidas de 100.000 repeticdes de MCMC. Dez
simulacdes independentes foram executadas, com K variando de 1 a 6. O niumero
otimo de clusters (K) foi determinado pelo método de Evanno et al. (2005),
utilizando o Structure Harvester para calcular o AK. Apds identificar o K ideal,
selecionou-se a simulacdo com o menor valor de LnP(D). No grafico gerado, cada
cor representa um grupo geneticamente estruturado.

A associacao gendtipo-fendtipo foi verificada pela andlise das médias
fenotipicas separadas para cada uma das classes genotipicas 11, 22, 12 etc. Os
dados foram plotados em gréaficos Boxplot, os quais foram obtidos utilizando o

programa R.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Screening de 50 loci SSR-ESTs

Para a identificacdo de loci SSR-ESTs polimorficos, foram analisados 50
pares de primers SSR-EST (Figura 1). A analise das imagens dos géis de agarose
revelou que, dos 50 loci selecionados, 12 apresentaram polimorfismo, exibindo
padrdes de bandas claramente distinguiveis, 16 loci foram considerados
monomorficos, 10 loci ndo forneceram resultados conclusivos e necessitam de
otimizacdo das condicbes de amplificacdo para garantir uma analise mais precisa
e confiavel. Além disso, outros 12 loci mostraram evidéncias de polimorfismo,
porém com resolucdo menos definida nos géis de agarose Metaphor, indicando que
seriam mais adequados para analise por eletroforese capilar, devido a maior

capacidade de resolucdo do sistema capilar.

57 59 61 82 93 104 | 57 59 61 82 93 104 | 57 59 61 8 93 104 57 59 61 82 93 104| 57 59 61 82 93 104

Figura 1. Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo do DNA referentes ao
screening de seis acessos de mamoeiro sendo: 57. BAG14,; 59. BAG13; 61. BAG3S;
82. BAG32; 93. BAG 31; 104. UENF09-10.
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Esses resultados indicam a viabilidade de utilizagdo de parte dos loci SSR-
ESTs analisados para estudos de diversidade genética, enquanto outros
demandam ajustes metodologicos para futuras aplicagbes. Dos 50 loci
selecionados, 28 amplificaram de maneira satisfatoria, sendo que 12 apresentaram
polimorfismo claramente distinguivel, resultando em um percentual de polimorfismo
de aproximadamente 42%. Esse indice é satisfatorio, considerando a natureza dos
marcadores SSR-ESTSs, que estdo associados a regides transcritas do genoma e,
portanto, podem apresentar uma variabilidade genética moderada.

5.2 Anélise descritiva dos loci SSR-EST

A analise de nove loci de SSR-ESTs em acessos de mamoeiro revelou um
total de 24 alelos, com variacdo de 2 a 5 alelos por locus e média de 2,67. Esses
valores séo inferiores aos relatados por Oliveira et al. (2010), que encontraram
média de 4,02 alelos por locus ao analisar 30 acessos de mamoeiro com 59
marcadores SSR gendmicos, e por Matos et al. (2013), que observaram variacao
de 3 a 10 alelos por loci (média de 4,53) em 96 acessos. A menor variabilidade
alélica neste estudo pode ser atribuida ao uso de SSR-ESTSs, derivados de regides
transcritas do genoma e mais conservados funcionalmente, em contraste com o0s
SSR gendmicos utilizados nos trabalhos anteriores.

A heterozigosidade observada (Ho) média foi de 0,17, indicando uma baixa
frequéncia de individuos heterozigotos no conjunto de acessos analisado. A fixacao
de alelos foi evidente em trés loci (Cpa_SRR_015515, Cpa SRR_013032 e
Cpa_SRR_010483), os quais apresentaram Ho igual a zero, evidenciando auséncia
de heterozigotos entre os gendtipos avaliados. Esse padrdo pode ser resultado da
selecdo de linhagens autopolinizadas ou da manutencdo de acessos
geneticamente similares. Por outro lado, o locus Cpa_SRR_010131 apresentou Ho
0,76, sugerindo alta variabilidade genética local, possivelmente influenciada por
fluxo génico recente ou selecédo que favoreca a heterozigosidade.

O indice de fixacéo (F) variou de -0,58 a 1,00, com média de 0,45, indicando
predominancia de endogamia entre os acessos de mamoeiro analisados. Trés loci
apresentaram F=1,00, refletindo homozigose completa, enquanto outros dois
exibiram altos niveis de endogamia (F > 0,70), mas com alguma heterozigosidade

residual. O locus Cpa_SRR_010131 destacou-se com F negativo (-0,58), sugerindo



29

excesso de heterozigotos, possivelmente devido ao fluxo génico ou selecdo. Esses
resultados evidenciam um conjunto predominantemente endogamico, mas com
variabilidade genética em alguns loci.

O contetdo de polimorfismo (PIC) médio foi de 0,26, indicando baixa
capacidade discriminatoria geral dos marcadores analisados. Os nove loci
apresentaram PIC entre 0,04 e 0,52, sendo considerados pouco informativos
(Cpa_SRR_015515, Cpa_SRR_019658, Cpa_SRR_010483, Cpa_SRR_021132 e
Cpa_SRR_019352) moderadamente informativos (Cpa_SRR_013032,
Cpa_SRR_010131, Cpa_SRR_020049) ou altamente informativo
(Cpa_SRR_018215), segundo critério de Botstein et al. (1980). Esses resultados
evidenciam a existéncia de variabilidade genética entre 0os acessos analisados,
reforgcando a utilidade dos marcadores SSR-ESTs selecionados para estudos de
diversidade genética em mamoeiro. Apesar do baixo polimorfismo médio
observado, a identificagéo de loci moderadamente e altamente informativos (como
Cpa_SRR_018215) sugere que esses marcadores podem ser valiosos para
aplicacbes em melhoramento genético, conservacdo de germoplasma e
caracterizacdo de populacdes, desde que utilizados em conjunto com outras

abordagens complementares.

Tabela 4. Medidas de diversidade para os 9 loci SSR-EST analisados nos 96
acessos de mamoeiro.

Loci N.A He Ho PIC F
Cpa_SRR_015515 2,00 0,04 0,00 0,04 1,00
Cpa_SRR_013032 2,00 0,43 0,00 0,34 1,00
Cpa_SRR_019658 2,00 0,17 0,10 0,15 0,42
Cpa_SRR_010131 2,00 0,48 0,76 0,37 -0,58
Cpa_SRR_018215 5,00 0,6 0,17 0,52 0,72
Cpa_SRR_010483 4,00 0,2 0,00 0,19 1,00
Cpa_SRR_020049 2,00 0,49 0,29 0,37 0,40
Cpa_SRR_021132 2,00 0,12 0,02 0,11 0,82
Cpa_SRR_019352 3,00 0,27 0,20 0,24 0,25

Médias 2,67 0,31 0,17 0,26 0,45

NA: namero de alelos; He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade
observada; e PIC: indice de conteudo polimoérfico.
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5.3 Andlise de diversidade dos gendtipos

A andlise das medidas de diversidade genética dos 52 acessos de mamoeiro
prospectados (Tabela 5) revelou uma heterozigosidade esperada (He) variando
entre 0,28 e 0,66, com média de 0,49. A heterozigosidade observada (Ho) oscilou
entre 0,00 e 0,44, com média de 0,23. A diferenca entre os valores médios de He
e Ho evidencia um déficit de heterozigotos em relacdo ao esperado sob equilibrio
de Hardy-Weinberg, indicando uma tendéncia a homozigosidade na populacao
analisada. Essa discrepancia pode estar associada a fatores como selecao artificial,
deriva genética, estruturacdo populacional ou endogamia.

O coeficiente médio de endogamia (F) foi de 0,56, refletindo um nivel
moderadamente elevado de homozigose nos acessos prospectados. De acordo
com Peakall & Smouse (2012), valores de F proximos de zero indicam cruzamento
ao acaso, valores negativos sugerem excesso de heterozigosidade, e valores
positivos elevados revelam a ocorréncia de endogamia. A média obtida reforca a
hipétese de que, mesmo entre materiais prospectados diretamente em campo,
houve influéncia de cruzamentos ndo aleatérios ou eventos de isolamento

reprodutivo, contribuindo para a homogeneizagcao genética de certos acessos.

Tabela 5. Medidas de diversidade genética para os 52 acessos de mamoeiro
prospectados obtidos através da analise de 9 loci SSR-EST.

Genotipos HE HO F

UENF06-01 0,44 0,22 0,54
UENF06-02 0,43 0,13 0,74
UENF06-03 0,40 0,11 0,75
UENF06-04 0,54 0,11 0,81
UENF06-05 0,54 0,11 0,81
UENF04-01 0,57 0,22 0,64
UENF04-02 0,57 0,22 0,64
UENF04-05 0,57 0,22 0,64
UENF07-01 0,51 0,33 0,40
UENF07-02 0,51 0,33 0,4
UENF07-04 0,57 0,44 0,28
UENF07-05 0,57 0,44 0,28
UENF03-01 0,66 0,44 0,38

UENF03-02 0,40 0,11 0,75
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Tabela 5. — Cont.

Gendtipos HE HO F
UENFO03-03 0,44 0,22 0,54
UENFO03-05 0,48 0,22 0,57
UENF09-01 0,48 0,22 0,57
UENFQ9-02 0,48 0,33 0,35
UENFQ09-03 0,51 0,33 0,40
UENF09-04 0,51 0,33 0,40
UENF09-05 0,57 0,44 0,28
UENF12-01 0,51 0,33 0,40
UENF12-02 0,48 0,11 0,79
UENF12-03 0,54 0,11 0,81
UENF12-04 0,51 0,33 0,40
UENF12-05 0,59 0,33 0,48
UENF11-01 0,59 0,33 0,48
UENF11-02 0,48 0,22 0,57
UENF11-03 0,66 0,44 0,38
UENF11-04 0,48 0,22 0,57
UENF02-01 0,48 0,11 0,79
UENF02-02 0,54 0,22 0,62
UENF02-03 0,44 0,22 0,54
UENF02-04 0,48 0,11 0,79
UENF02-05 0,44 0,22 0,54
UENF08-01 0,44 0,22 0,54
UENF08-02 0,54 0,22 0,62
UENF08-03 0,44 0,22 0,54
UENF08-04 0,48 0,22 0,57
UENF08-05 0,44 0,22 0,54
UENF10-02 0,35 0,00 1,00
UENF10-03 0,36 0,22 0,44
UENF10-04 0,51 0,25 0,56
UENF05-02 0,59 0,33 0,48
UENF05-03 0,40 0,33 0,23
UENF05-04 0,54 0,11 0,81
UENF05-05 0,28 0,11 0,64
UENF12-14 0,48 0,22 0,57
UENF09-09 0,54 0,22 0,62
UENF09-15 0,49 0,29 0,48
UENF06-10 0,49 0,22 0,59
UENF06-15 0,57 0,22 0,64
MEDIAS 0.49 0.23 0.56

Heterozigosidade esperada (He), a Heterozigosidade observada (HO) e o
Coeficiente de endogamia (F).
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Nos 44 acessos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da UENF/Caliman
(Tabela 6), a heterozigosidade esperada (He) variou de 0,20 a 0,61, com média de
0,50, valor semelhante ao observado nos acessos prospectados. No entanto, a
heterozigosidade observada (Ho) foi consideravelmente inferior, variando de 0,00
a 0,33, com média de apenas 0,07. A diferenca acentuada entre He e Ho evidencia
um forte déficit de heterozigotos, indicando uma predominancia de homozigose nos
acessos mantidos no banco.

O coeficiente médio de endogamia (F) foi de 0,87, valor elevado que revela
a ocorréncia significativa de endogamia. Conforme destacado por Peakall &
Smouse (2012), esse nivel de F sugere reproducao restrita ou dirigida, como é
comum em materiais conservados e manipulados geneticamente. A presenca de
diversos acessos com F igual a 1,00, ou seja, sem nenhum heterozigoto detectado
nos loci avaliados, confirma esse padréo.

Em linhagens submetidas a ciclos de autofecundacéo, € esperado que a
heterozigosidade observada diminua progressivamente a cada geracao, devido ao
aumento do nivel de homozigose (Rahimi et al., 2023). Esse processo pode explicar
os baixos valores de Ho verificados em diversos acessos do Banco de
Germoplasma da UENF/Caliman, os quais foram submetidos a manipulacfes
genéticas mais controladas, incluindo possiveis ciclos de autopolinizacdo ou
selecdo dirigida. Essa reducdo na heterozigosidade € um indicativo de fixacao
génica, comum em materiais que passam por programas de melhoramento.

A estimativa da heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) é
fundamental para a compreensao da diversidade genética de uma populacéo, pois
fornece uma visdo mais completa sobre a estrutura genética e 0s niveis de
variabilidade efetivamente disponiveis. Mesmo em acessos com altos valores de
He, a baixa Ho sugere que a variabilidade alélica potencial ndo esta sendo
plenamente expressa, o que pode limitar o potencial adaptativo da populacao e
reduzir a eficiéncia de programas de melhoramento que dependem de variabilidade
geneética. Futuros estudos podem aprofundar a investigacdo da interacdo entre

gendtipos dioicos e hermafroditas e seu impacto na diversidade genética.



33

Tabela 6. Medidas de diversidade genética para os 44 acessos de mamoeiro do Banco
Ativo de Germoplasma UENF/Caliman obtidos através da andlise de 9 loci SSR-EST

Gendbtipos HE HO F
BAG17 0,59 0,11 0,83
BAG20 0,59 0,33 0,48
BAG13 0,54 0,22 0,63
BAGO08 0,54 0,11 0,81
BAG33 0,54 0,11 0,81
BAG63 0,59 0,11 0,83
BAGO7 0,59 0,11 0,83
BAG26 0,46 0,14 0,73
BAG34 0,53 0,00 1,00
BAG14 0,48 0,13 0,77
BAG16 0,61 0,00 1,00
BAG02 0,57 0,13 0,81
BAG15 0,44 0,11 0,77
BAG12 0,54 0,11 0,81
BAGO06 0,54 0,11 0,81
BAG04 0,44 0,11 0,77
BAG47 0,30 0,13 0,63
BAG65 0,53 0,00 1,00
BAGG66 0,44 0,00 1,00
BAG58 0,57 0,00 1,00
BAG55 0,57 0,00 1,00
BAGG60 0,57 0,00 1,00
BAG52 0,57 0,00 1,00
BAG61 0,49 0,13 0,77
BAG50 0,57 0,00 1,00
BAG32 0,59 0,00 1,00
BAG62 0,57 0,00 1,00
BAG45 0,35 0,00 1,00
BAG64 0,57 0,00 1,00
BAG57 0,49 0,00 1,00
BAG25 0,49 0,00 1,00
BAG43 0,20 0,00 1,00
BAG29 0,49 0,00 1,00
BAG30 0,59 0,22 0,66
BAG28 0,57 0,00 1,00
BAG19 0,44 0,00 1,00
BAG31 0,59 0,00 1,00
BAG23 0,40 0,11 0,75
BAG39 0,44 0,00 1,00
BAG36 0,22 0,00 1,00
BAG67 0,57 0,33 0,47
BAG46 0,57 0,13 0,81
BAG18 0,48 0,11 0,79
BAGO03 0,54 0,11 0,81
MEDIAS 0.50 0.07 0.87

Heterozigosidade esperada (He), a Heterozigosidade observada (HO) e o Coeficiente de

endogamia (F).
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A andlise do dendrograma de similaridade genética permitiu a identificagdo
de sete grupos distintos entre os gendtipos avaliados (Figura 2). O alto valor do
coeficiente de correlacdo cofenética (CCC = 0,88) confirma a robustez do
dendrograma e a representatividade da matriz de distancia utilizada, validando a
confiabilidade dos agrupamentos formados. Os grupos 1, 2, 4 e 6 foram formados
por apenas um acesso cada (BAG26, UENF09-15, BAG16 e BAG66,
respectivamente), indicando alta divergéncia genética desses materiais em relacéo
aos demais. Essa individualidade genética sugere que esses acessos podem
representar fontes importantes de variabilidade para programas de melhoramento,
principalmente em estratégias que visem ampliar a base genética cultivada. Os
grupos 3 e 5, compostos por trés acessos cada, indicam a presenca de genotipos
com elevada similaridade genética entre si, possivelmente devido a uma origem
comum, historia de selecdo semelhante ou manutencdo sob condi¢cbes
semelhantes de conservacdo. A compactacdo desses grupos reflete proximidade
genotipica relevante e pode auxiliar na identificacéo de linhagens redundantes ou
na selecdo de representantes centrais para uso em cruzamentos estratégicos.

Reunindo o maior niumero de genotipos, o grupo 7 compreende 86 dos 96
acessos (89,6% do total), sugerindo que a maioria deles compartilha sequéncias
genbmicas semelhantes para os 9 loci analisados. No entanto, é importante
ressaltar que esses resultados ndo podem ser extrapolados para o genoma inteiro,
uma vez que a diversidade observada esta restrita as regides estudadas. Estudos
futuros, com uma abordagem gendmica mais ampla, Sdo necessarios para
confirmar se esse padrdo de similaridade genética se mantém em outras regifes
do genoma e para identificar possiveis areas de divergéncia que nao foram

acessadas nesta analise.
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Grupo 1: Azul
Grupo 2: Amarelo
Grupo 3: Lilas
Grupo 4: Vermelho
] Grupo 5:Azul claro
Grupo 6: Azul marinho
Grupo 7: Dourado

BAG26

Figura 2. Dendrograma gerado a partir da metodologia UPGMA com base na
analise de 96 gendotipos de mamoeiro e 9 loci relacionados a resisténcia a doenca.

A analise do dendrograma obtido com base nos 52 genotipos prospectados
(Figura 3) revelou a formacao de trés grupos principais: o Grupo 1 (azul), formado
por um unico genotipo (UENF09.15), o Grupo 2 (amarelo), composto por dois
genodtipos (UENF03.01 e UENF11.03), e o Grupo 3 (cinza), que abrange a maior
parte dos acessos analisados. A formacdo de grupos tdo assimétricos, com
predominio de gendtipos concentrados em um unico grupo (Grupo 3), sugere que
a maioria dos genotipos dioicos compartilha alta similaridade genética nos loci
avaliados. Considerando que muitos desses acessos prospectados tém origem em
regides geograficamente proximas, como o Noroeste e Norte Fluminense (RJ) e 0
Norte e Sul do Espirito Santo, possivelmente essa proximidade esteja associada a
uma base genética comum, resultante de cruzamentos néo controlados ou efeitos
de domesticacdo que levaram a fixacao de alelos comuns.

Embora esses 52 acessos tenham sido coletados em diferentes localidades
e sob pouca ou nenhuma informacéo prévia, os resultados obtidos revelam uma
diversidade genética relativamente baixa entre a maioria deles. Tal padrdo pode
estar relacionado a uma limitacdo da variabilidade nas regibes genémicas
analisadas, mas também pode refletir um cenério mais amplo de erosao genética
em populagbes silvestres. De acordo com Salgotra e Chauhan (2023), a
diversidade genética das populacdes selvagens tem diminuido globalmente ao

longo do ultimo século, como resultado da fragmentacdo de habitats, alteracdes
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climaticas, reducdo das areas geograficas de ocorréncia, sobre-exploracédo e
auséncia de praticas adequadas de conservacgdo. Esses fatores contribuem para a
homogeneizacdo genética e aumentam a vulnerabilidade dos recursos genéticos

vegetais, incluindo espécies como 0 mamoeiro.

Grupo 1: Azul
Grupo 2: Amarelo

Grupo 3: Cinza

0.25-

0.00-

w

UENF09.15

Figura 3. Dendrograma gerado a partir da metodologia UPGMA com base na
analise de 52 gendtipos de mamoeiro dioicos e 9 loci relacionados a resisténcia a
doenca.

O dendrograma referente aos 44 acessos pertencentes ao Banco de
Germoplasma UENF/Caliman (Figura 4) revelou a formacdo de quatro grupos
distintos: o Grupo 1 (azul), contendo apenas um acesso (BAG16); o Grupo 2
(amarelo), que abrange a maioria dos genoétipos; o Grupo 3 (cinza), com um unico
acesso (BAG26); e o Grupo 4 (vermelho), formado por trés acessos (BAGA43,
BAG19 e BAG18). A predominancia de gendtipos no Grupo 2 sugere a existéncia
de uma base genética compartilhada entre grande parte dos materiais,
possivelmente relacionada a origem comum de muitos desses acessos. Ainda
assim, a formacao de grupos menores e a presenca de acessos isolados, como
BAG16 e BAG26 evidenciam que o banco também conserva materiais
geneticamente distintos, reforcando seu papel estratégico na preservacdo da
variabilidade genética, essencial para programas de melhoramento.
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Segundo Varshney et al. (2005), marcadores SSR-EST sao derivados de
regides codificadoras do genoma e, portanto, apresentam maior chance de estarem
associados a genes funcionalmente ativos, como os envolvidos na resposta a
estresses bidticos. Com base nisso, a identificagdo de acessos geneticamente
distintos nos Grupos 1 e 3 torna-se especialmente relevante, uma vez que esses
materiais podem carregar alelos Unicos potencialmente associados a resisténcia ao
PRSV-P. A inclusdo desses acessos em estudos fenotipicos mais aprofundados
pode contribuir para a identificacdo de variantes genéticas Uteis em programas de
melhoramento, sobretudo na selecdo assistida por marcadores voltada a
resisténcia ao PRSV-P.

Grupo 1: Azul

Grupo 2: Amarelo

Grupo 3: Cinza
0.50-

Grupo 4: Vermelho

0.00-

BAG16

Figura 4 . Dendrograma gerado a partir da metodologia UPGMA com base na
analise de 44 gendtipos de mamoeiro do Banco de Germoplasma UENF/Caliman e
9 loci relacionados a resisténcia a doenca.

Nos dendrogramas apresentados nas Figuras 2 e 3, alguns acessos exibiram
total similaridade genética com base nos nove loci SSR-EST analisados, o que pode
sugerir redundancia no Banco de Germoplasma. No entanto, como os marcadores
utilizados representam apenas regides codificadoras do genoma, e considerando o
numero limitado de loci avaliados, ndo € possivel confirmar a presenca de duplicatas
genéticas com base nesses dados. A similaridade observada pode refletir uma baixa
variabilidade nas regides analisadas ou uma origem genética comum entre 0s
acessos, e nao necessariamente a duplicacdo de material. Para uma inferéncia mais
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robusta sobre a identidade genética entre gendtipos, seria necessario 0 uso de um
conjunto mais amplo e distribuido de marcadores ao longo do genoma.

A analise da estrutura populacional por meio do software Structure, utilizando o
critério de Evanno et al. (2005), indicou que o valor 6timo de K foi igual a2. No entanto,
o grafico de AK apresentou um pico secundario expressivo, sugerindo uma estrutura
genética mais complexa do que inicialmente observado, com indicios de uma possivel
subdivisdo adicional que pode corresponder a até quatro populacdes (Figura 5). O
grafico de barras correspondente a K=2 (Figura 6A) evidencia que a maioria dos
individuos do grupo vermelho pertence aos acessos prospectados, enquanto 0s
gendtipos do grupo verde correspondem, em sua maioria, ao Banco de Germoplasma
UENF/Caliman. J& o gréafico de barras referente a K=4 (Figura 6B) revela uma estrutura
genética mais subdividida, com a formacao de quatro grupos distintos, 0s acessos
prospectados continuam concentrados majoritariamente no grupo vermelho, enquanto
0s acessos do Banco de Germoplasma UENF/Caliman apresentam maior diversidade,
com individuos alocados nos grupos verde, azul e amarelo o que sugere uma maior
diversidade genética entre os acessos analisados.

Essa separacéo sugere uma diferenciacéo genética entre os dois conjuntos de
materiais, possivelmente relacionada as distintas origens geograficas e aos historicos
de manejo. Essa tendéncia de separacdo também foi observada nos trés
dendrogramas analisados, apresentando parcial concordancia com os agrupamentos
formados por esses métodos. Assim, todos os métodos indicam uma diferenciacao
genética consistente entre 0s acessos prospectados e os do Banco de Germoplasma,
reforcando essa hipotese.

100 150
I I

Delta K

50
L

1 2 3 4 5 6
K

Figura 5. Delta K (AK) para os respectivos numeros de grupos (K).
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5.4 Andlise de Boxplot

A andlise de Boxplot (Figura 6) foi utilizada para analisar a relacdo entre a
média para indice de doenca (ID%) (Apéndice, Tabela 1) com as informacdes
genotipicas dos loci analisados, os quais possuem anotacdo funcional de
associacao a resisténcia a doencas virais. No entanto, ndo foi possivel observar
uma associacao direta desses loci com a resisténcia ao PRSV-P. Embora os loci
estudados tenham sido previamente relacionados a mecanismos de resisténcia a
patdgenos virais, os resultados sugerem que eles ndo estao diretamente envolvidos
na resposta ao PRSV-P nos materiais genéticos avaliados.

De acordo com Zhou et al. (2015), em um estudo comparativo entre
marcadores SSR e SSR-EST para andlise da variabilidade genética em cultivares
de tomate, os marcadores SSR-EST, por estarem associados a regides expressas
do genoma, nem sempre refletem diretamente a variabilidade relacionada as
caracteristicas especificas, como resisténcia a patégenos. No caso do mamoeiro,
€ possivel que os loci analisados, embora relacionados a mecanismos de defesa
contra patégenos virais, hdo sejam 0s principais responsaveis pela resisténcia ao
PRSV-P. Outros genes e regides genémicas, ndo cobertos pelos marcadores
utilizados, podem estar envolvidos nessa resposta.

Foram identificados dois genotipos com baixo indice de doenca (ID% = 0,00)
nos trabalhos desenvolvidos por Santos et al. (2024) e Braga (2024), indicando
possivel tolerancia ou resisténcia ao PRSV-P. No entanto, a auséncia de
associacao entre os loci analisados e a resisténcia ao virus sugere que outros loci
genbmicos, nédo incluidos nesta analise, podem estar envolvidos na resposta de
tolerancia ou resisténcia ao PRSV-P. Essa hipotese esta alinhada com estudos
anteriores, como os trabalhos Braga (2024) e Santos (2024), que também
identificaram materiais genéticos com alta suscetibilidade ao PRSV-P, mas
destacaram a complexidade genética envolvida na resisténcia a esse virus. Os
valores de indice de doenca observados para os gendtipos analisados estdo
apresentados no Apéndice, Tabela 1.

Portanto, embora os dois genétipos com ID = 0,00 sejam promissores para
futuros estudos, € necessario expandir as analises moleculares para outros loci
genbmicos, a fim de compreender melhor os mecanismos de resisténcia ao PRSV-

P e identificar marcadores moleculares associados a essa caracteristica.
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Figura 7. Gréfico Boxplot representando a associagédo entre genotipo e fenotipo
dos 9 loci SSR-EST e os indices de doenca (ID) para PRSV-P.
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6. CONCLUSAO

A caracterizagao genética realizada permitiu avaliar a diversidade genética
dos 96 acessos de mamoeiro estudados, evidenciando um nivel de variabilidade
moderado. As medidas de diversidade indicaram a existéncia de variabilidade
genética, o que reforca a importancia da conservacao e ampliacdo dos estudos
sobre o0 germoplasma avaliado.

As andlises de agrupamento revelaram a existéncia de um nucleo genético
predominante, com algumas variacdes que podem ser exploradas em programas
de melhoramento genético.

A analise da relacdo entre os loci SSR-EST e a resisténcia ao Papaya
ringspot virus (PRSV-P) néo identificou uma associacao significativa entre os loci
analisados e a resisténcia ao PRSV-P, o que indica a necessidade de explorar
outros marcadores moleculares para melhor compreensdo dos mecanismos
genéticos envolvidos na resposta ao patogeno.

Dessa forma, este estudo contribuiu para a caracterizacdo genética dos
acessos avaliados, fornecendo bases para futuros trabalhos voltados a
identificacdo de marcadores associados a resisténcia a doencas e ao

melhoramento genético do mamoeiro.
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Tabela 1A. indice de doenca (ID%) causada pelo PRSV-P em 96 acessos de
mamoeiro avaliados em casa de vegetacao.

Gendbtipos ID%
UENF06-01 42,9
UENF06-02 42,9
UENF06-03 48,6
UENF06-04 48,6
UENFO06-05 42,9
UENF04-01 44,3
UENF04-02 40,0
UENF04-05 45,7
UENFO07-01 45,7
UENFQ7-02 54,3
UENFO07-04 38,6
UENFQ7-05 48,6
UENF03-01 50,0
UENF03-02 48,6
UENFO03-03 48,6
UENFO03-05 48,6
UENF09-01 50,0
UENF09-02 38,6
UENF09-03 50,0
UENF09-04 44,3
UENF09-05 37,1
UENF12-01 38,6
UENF12-02 42,9
UENF12-03 54,3
UENF12-04 51,4
UENF12-05 44,3
UENF11-01 52,9
UENF11-02 44,3
UENF11-03 42,9
UENF11-04 44,3
UENF02-01 37,1
UENF02-02 38,6
UENF02-03 41,4
UENF02-04 50,0
UENF02-05 48,6
UENF08-01 30,0
UENF08-02 51,4
UENF08-03 47,1
UENF08-04 48,6
UENF08-05 38,6
UENF10-02 48,6
UENF10-03 47,1
UENF10-04 45,7
UENF05-02 41,4
UENF05-03 34,3
UENF05-04 45,7

UENF05-05 44,3




Tabela 1A. Cont.
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Gendbtipos ID%
UENF12-14 0,00
UENF09-09 27,10
UENF09-15 45,70
UENF06-10 28,60
UENF06-15 24,3
BAG17 62,67
BAG20 47,78
BAG13 50,00
BAGO08 53,56
BAG33 57,56
BAG63 52,89
BAGO7 55,33
BAG26 52,22
BAG34 58,44
BAG14 53,66
BAG16 53,50
BAGO02 54,89
BAG15 55,11
BAG12 54,00
BAGO6 55,11
BAGO4 54,89
BAG47 50,67
BAG65
BAG66 54,00
BAG58 46,22
BAG55 53,78
BAG60 56,89
BAG52 56,89
BAG61 52,78
BAG50 39,33
BAG32 37,33
BAG62 48,89
BAG45 57,33
BAG64 46,22
BAG57 54,67
BAG25 43,33
BAG43 50,67
BAG29 56,00
BAG30 46,44
BAG28 59,33
BAG19 54,44
BAG31 49,78
BAG23 40,56
BAG39 40,89
BAG36 50,00
BAG67 44,00
BAG46 58,44
BAG89 0,00
BAGO3 54,67
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