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INTRODUCAO GERAL

A melancia pertence ao género Citrullus e a familia Cucurbitaceae. Esse género ¢
constituido de cinco espécies nativas diploides (2n = 22): C. ecirrhosus Cogn., C.
colocynthis (L.) Schrad., C. rehmii de Winter, C. naudinianus (Sond.) Hook.f. e C. lanatus
(Thunb) Matsume & Nakai (Whitaker & Davis, 1962; Dane et al., 2007). A espécie
Citrullus lanatus inclui a melancia cultivada para consumo humano C. lanatus var.
lanatus, de ampla distribuicdo mundial, e C. lanatus var. citroides, uma forma silvestre,
cultivada principalmente para a alimentacdo animal (Whitaker & Davis, 1962;
Mohr,1986).

O Brasil ¢ o quarto pais maior produtor de melancia, com uma produg¢ao em 2008
de 1.950.000 toneladas/ano, o que contribui para o agronegocio do pais com mais de R$
600 milhdes de reais por ano (Agrianual, 2011). O Nordeste tem expressiva participagdo
nesse agronegocio, onde seu cultivo tem grande importancia sdcio econdmica, por ser
cultivada principalmente por pequenos agricultores, sob condig¢oes irrigadas ou nao, devido
ao seu facil manejo e baixo custo de producao (Dias et al., 2001).

A melancia ¢ uma planta anual, herbacea, de hébito rasteiro e com ramificagdes
sarmentosas. As folhas sdo divididas em trés ou quatro pares de l6bulos e com margens
ndo crespas. E monodica, ou seja, com flores masculinas e femininas na mesma planta,
contudo, algumas populac¢des sdo andromonoicas, com flores hermafroditas e masculinas
na mesma planta. As flores femininas e hermafroditas apresentam ovario supero em
formato similar a forma final do fruto. Este varia quanto ao formato, ao tamanho, cor,
espessura da casca, cor da polpa e cor de sementes (Whitaker & Davis, 1962; Mohr, 1986).
As flores abrem entre uma a duas horas ap6s o aparecimento do sol e se fecham no mesmo
dia a tarde, tendo ou ndo ocorrido poliniza¢do. O vento ndo ¢ suficiente para transportar o
pélen entre as flores. As abelhas sdo atraidas pelo néctar e pélen, e, ao visitarem as flores
realizam polinizagdo (Dias et al., 2001). Sem o estimulo propiciado pela polinizagdo,
efetuada por abelhas, o fruto ndo se desenvolve (Filgueira, 2003). E necessario que pelo
menos 1000 graos de podlen sejam depositados sobre o estigma para que se desenvolva um
fruto perfeito (Dias et al., 2001).

E uma espécie alogama. No entanto, ja se encontrou populagio segregante para
expressao sexual apresentando 53,5% de plantas mondicas e 46,5% de plantas
andromonoicas, apresentando um sistema misto de reprodugdo com taxa de

autofecundagao natural de 0,235 (Ferreira et al., 2000; 2002).



A melancia ¢ originaria das regides quentes da Africa tropical, sendo hoje
conhecida mundialmente. Sua domesticagio ocorreu na Africa Central onde a melancia ¢
cultivada hd mais de 5000 anos (Whitaker & Davis, 1962). Foi introduzida no Brasil em
duas fases distintas. A primeira, durante o trafico de escravos, com germoplasma
introduzido proveniente do centro primario de origem e diversidade — o continente
africano, e envolveu materiais de base genética ampla, cultivados por agricultores
familiares em diferentes regides da Africa. Na segunda fase, foram introduzidas cultivares
melhoradas, no Estado de Sao Paulo, provenientes dos Estados Unidos e do Japao, de base
genética mais estreita, uma vez que, eram oriundas de programas de melhoramento desses
paises (Romao, 2000).

Vale salientar, que as cultivares introduzidas, ndo foram desenvolvidas para as
condigdes climaticas do Brasil, principalmente as existentes no Semidrido nordestino.
Somando-se a isso, a maioria das cultivares de melancia, desenvolvidas na América do
Norte durante os ultimos dois séculos, apesar da grande variabilidade de caracteres
morfologicos, possui base genética estreita, o que pode ter contribuido para sua elevada
susceptibilidade a doengas e pragas (Levi et al., 2000, 2001), como, o oidio, a alternaria,
viroses e a antracnose (Silva, 2010).

Para que haja o desenvolvimento de programas de melhoramento da melancia ¢
necessario o estudo da variabilidade genética disponivel nos recursos genéticos desta
espécie. Os recursos genéticos sdo definidos como a fragdo da biodiversidade que tem
previsdo de uso atual ou potencial. Assim, compreendem as variedades tradicionais,
variedades melhoradas, linhas avangadas e espécies nativas (Giacometti, 1993).

O Nordeste brasileiro ¢ considerado centro de diversidade secundério da melancia e
tém apresentado grande variabilidade para diversos caracteres de planta, frutos e
resisténcia a doencas (Queirdz, 1993; Romao, 1995; Dias et. al., 1996). A variabilidade
encontrada na referida regido serviu de base para a formagdo de um Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de Cucurbitaceas para o Nordeste Brasileiro, cujo inicio ocorreu na
década de 80, localizado na Embrapa Semiarido, Petrolina — PE (Queir6z, 1993; Silva et
al., 2010). Este banco engloba o Banco de Germoplasma de Melancia (BGCIA), Banco de
Germoplasma de Meldo (BGMEL) e o Banco de Germoplasma de Cucurbita (BGC), e foi
criado visando a conservagdo dos recursos genéticos das Cucurbitidceas, uma vez que, com
a expansao da agricultura comercial, muitas ragas locais tém sido perdidas. O BGCIA

possui atualmente 870 acessos (Silva et al., 2010), incluindo cultivares comerciais,



amostras da agricultura tradicional e alguns parentes silvestres da melancia (C. lanatus var.
citroides e C. colocynthis).

O uso dos recursos genéticos, como fonte de criagdo de novas variedades, ¢ fator de
fundamental importancia para a obtengdo de produtividades mais elevadas e para as
transformagodes tecnoldgicas verificadas no processo de modernizacdio do agronegocio.
Trata-se de um processo dindmico, que necessita de continuo enriquecimento e
caracterizacdo dos materiais mantidos nos bancos de germoplasma (Valls, 2007). Para
utilizacdo dos recursos genéticos sdo necessarias varias etapas: coleta ou introducdo,
multiplicagdo, caracterizagdo/avaliagdo, preservagdo/conservacao, € uso (Ramos, 2007).

Muitos estudos referentes ao uso dos recursos genéticos da melancia tém sido
realizados, com acessos conservados no BGCIA com base em descritores morfologicos, o
que tém permitido grandes avancos na descrigdo da divergéncia genética entre acessos
(Queirdz et al., 2001; Souza et al., 2005). Os mesmos quando submetidos a caracterizagdo
em campo revelaram variabilidade para diferentes caracteres de planta, fruto e semente.
Quando avaliados com relacdo a susceptibilidade aos principais patogenos que atingem a
cultura indicaram a presenca de genes de resisténcia ao oidio, viroses € a micosferela
(Queiroz et al., 1993, Dias et al., 1996, Silveira, et al., 2009). Os estudos realizados no
BGCIA permitiram o desenvolvimento da cultivar resistente ao oidio, BRS Opara, (Dias et
al., 2007), e de cultivares com diferentes padrdes de fruto, como as cultivares de polpa
amarela BRS Soleil e BRS Kuarah (Souza et al., 2007).

Romao (1995) estudou a dindmica e variabilidade de popula¢des de melancia em
trés regides do Nordeste brasileiro utilizando 39 populacdes, 13 populacdes por regido,
coletadas no médio sertdo maranhense, na depressao sertaneja e na regidao central da Bahia,
onde concluiu que o Nordeste brasileiro ¢ um centro de diversidade para a melancia.
Descritores morfologicos também tém sido utilizados na protecdo e langamento de novas
variedades. Entretanto, estes descritores podem ser influenciados por condigdes
ambientais. Dessa forma, marcadores moleculares despontam como uma alternativa na
caracterizacdo de germoplasma e prote¢cdo de novas cultivares livre de interferéncia
ambiental (Milach, 1999).

Além disso, informagdes moleculares podem complementar as informacgdes
ecoldgicas, morfologicas e agrondmicas dos recursos genéticos, contribuindo para
aumentar a eficiéncia dos processos de coleta, direcionar o enriquecimento da base
genética, formar e validar colegdes nucleares e de trabalho, analisar a diversidade e a

pureza genética, identificar acessos duplicados e redundantes, auxiliar trabalhos de



classificagdo botanica e filogenia, subsidiar selecdo de genitores, planejamento de
cruzamentos ¢ selecdo de gendtipos com caracteristicas desejadas em programas de
melhoramento (Faleiro, 2007).

Marcadores moleculares podem ser definidos como qualquer fenétipo molecular
derivado de um polimorfismo de sequéncia de DNA, referente ao sitio conhecido ou
anonimo no genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1995). As técnicas baseadas no DNA,
introduzidas nas ultimas duas décadas, sdo capazes de identificar polimorfismos nas
seqiliéncias de bases. Uma das vantagens ¢ a auséncia de interferéncia ambiental, podendo-
se realizar estudo com plantas em qualquer estddio de desenvolvimento, utilizando-se
pequenas quantidades de material genético. (Hodgkin et al., 2001; Karp, 2002).

Existem varios tipos de marcadores moleculares, tais como: Izoenzimas, RAPD
(“Randon Amplified Polimorphic DNA”), RFLP (“Restriction fragment Length
Polymorphism”), AFLP (“Amplified Fragment length Polymorphism™), Minissatélites,
Microssatélites, ISSR (“Inter Simple Sequence Repeats”), DAF (“DNA Amplification
Fingerprinting”), dentre outros.

Os marcadores Microssatélites também denominados SSR (“Simple Sequence
Repeats”) consistem em unidades de cerca de um a seis nucleotideos repetidos em
sequéncia dentro do genoma de vdrios organismos (Goldstein & Scholtterer, 2001).
Marcadores microssatélites foram desenvolvidos por causa da co-dominancia e do alto
polimorfismo adequado para estudar a diversidade e as relagdes intra-especificas (Duval et
al., 2005).

Ferreira (2001) menciona dois pontos principais sobre a utilidade das técnicas
moleculares de analise gendmica, incluindo os microssatélites: identificar variabilidade nas
sequéncias de DNA de individuos analisados com resolugdo varias vezes superior ao
polimorfismo passivel de detec¢dao no plano morfoldgico e reduzir a enorme complexidade
do genoma estudado a andlises mendelianas dos segmentos de DNA detectados.
Marcadores moleculares, tais como, RAPD e AFLP, t€ém sido utilizados para a avaliacdo e
caracterizagcdo de germoplasma de melancia.

Levi et al. (2001) analisaram a diversidade genética entre cultivares de melancia
americanas, com base em marcadores RAPD, verificaram similaridade entre 92 € 99,6% e
concluiram que ¢ necessario aumentar a base genética da melancia. Che et al. (2003)
utilizaram oito combinagdes de ‘primers’ na analise da diversidade de 28 cultivares de
melancia de diferentes origens e encontraram similaridade entre 82 e 99%. Entretanto,

estes marcadores tém a desvantagem de serem dominantes, de dificil reprodutibilidade e



muito laboriosos (Esselink et al., 2003). Em contraste a estes, os marcadores
microssatélites, também denominados SSR (“Simple Sequence Repeats”), tém sido o
melhor marcador para estudos de “fingerprinting” devido ao seu alto polimorfismo, co-
dominancia, confiabilidade e reprodutibilidade (Varshney, 2005).

No Brasil, a aplicagdo de marcadores moleculares em melancia resume-se a estudos
de divergéncia genética entre e dentro acessos de bancos de germoplasma, como os
trabalhos realizados por Capeloto et al. (2004), Silva et al. (2006), com marcador RAPD e
mais recentemente por Silva (2010) com marcadores DAF e ISSR.

Silva et al. (2007) reportaram, com base em analise de varidncia, ampla
variabilidade genética dentro e entre acessos do BGCIA, destacando a importancia desse
BAG para fins de melhoramento da espécie. Capeloto et al. (2004), realizaram estudo de
divergéncia genética entre e dentro de 18 acessos de melancia coletados no estado do
Maranhdo com 59 primers RAPD, concluindo, com base em analises de agrupamento, da
existéncia de consideravel divergéncia genética entre e dentro acessos. Silva et al. (2006),
realizaram caracterizagdo morfologica e com marcador molecular RAPD de 43 acessos do
BGCIA, oriundos de diferentes regides do Estado da Bahia, concluindo com base nos
agrupamentos formados a existéncia de variabilidade genética ente os acessos e a
inexisténcia de agrupamentos especificos por regido de origem dos acessos. Silva (2010)
identificou, com base em analises de agrupamentos de dados de marcadores DAF e ISSR,
ampla variabilidade genética em 291 acessos do BGCIA. Neste mesmo estudo a analise
molecular de variancia, por meio de marcador DAF revelou variagdo entre e dentro de
estados e entre regides dentro de estados de 0,263.

Apesar da disponibilidade de marcadores microssatélites para melancia, ainda nao
foi proposto um nimero minimo desse tipo de marcador para auxiliar na protecao de
cultivares e dirimir disputas comerciais. Também nao foi realizado nenhum estudo no
BGCIA utilizando esses marcadores para a andlise da variabilidade genética dos acessos
conservados.

Jarret et al. (1996) verificaram variacao genética entre acessos de C. lanatus var.
lanatus, C. lantatus var. citroides ¢ C. colocynthis usando sete marcadores SSR. Guerra-
Sanz (2002) reportou que 18 marcadores SSR foram identificados com habilidade de
detectar polimorfismo entre variedades de melancia, ragas locais, C. colocynthis e hibridos
interespecificos. Joobeur et al. (2006) reportaram 36 ‘primers’ SSR, capazes de detectar
polimorfismo em oito acessos e quatro variedades de melancia. Kwon et al. (2010)

avaliaram 63 pares de ‘primers’ SSR para discrimina¢do em 49 variedades comerciais de



melancia e destes, 30 apresentaram polimorfismo. No entanto, ainda segundo esses
autores, existem muitas variedades de melancia que ndo foram diferenciadas por meio de
marcadores SSR.

No presente trabalho, analisou-se a variabilidade genética entre 40 acessos do
BGCIA, oriundos de oito regides do Nordeste brasileiro e entre 17 cultivares comerciais de
melancia com marcadores microsatélites para subsidiar estratégias de preservagdo e
utilizacdo da variabilidade genética da espécie, bem como gerar um banco de dados de

referéncia e apoio a prote¢ao de cultivares e eventuais disputas comerciais no Brasil.
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CAPITULO I - CARACTERIZACAO MOLECULAR E SIMILARIDADE ENTRE
CULTIVARES DE MELANCIA COM BASE EM MARCADORES SSR
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos o estabelecimento de padrdes alélicos e
estimativas das distdncias genéticas para 17 cultivares de melancia e um acesso de
Citrullus colocinthis, baseados em marcadores microssatélites, de forma a gerar um banco
de dados de referéncia e apoio a protecdo de cultivares e eventuais disputas comerciais,
bem como orientar programas de melhoramento e recursos genéticos da espécie. Para
visualizagdo da similaridade genética, utilizou-se o dendrograma UPGMA gerado da
matriz de distancias do coeficiente de Jaccard, com base em 32 alelos de dez locos
microssatélites. O DNA total foi extraido pelo método CTAB 2x e os produtos de PCR
foram analisados em géis de poliacrilamida desnaturante 6% e corados com nitrato de
prata. O numero de pares de bases foi estimado pelo método da mobilidade inversa, com
base na regressdo de produtos de tamanho conhecido. Dos 36 pares de ‘primers’
microssatélites utilizados apenas dez apresentaram amplificagdes polimorficas de facil
interpretacdo. As cultivares apresentaram coeficiente de similaridade entre 34 e 100%, o
que reflete a alta variabilidade genética das cultivares analisadas. Os 32 alelos nao foram
suficientes para distinguir as cultivares de melancia, “Sugar Baby” e “Omaru Yamato”,
“Charleston Gray” e “Sunshade”, “Crimson Sweet” ¢ “Nova Crimson” que apresentaram
100% de similaridade. Dois grupos foram observados entre as cultivares de melancia, no
ponto de corte de 0,42 de similaridade, com Citrullus colocynthis, posicionando-se fora
desses grupos. Um dos grupos foi formado predominantemente por cultivares derivadas de
“Crimson Sweet” e outro grupo com cultivares de diferentes tipos, como “Sugar Baby”,
“Charleston Gray” e “Pérola”.

Palavras-chave: Citrullus lanatus. Microssatélites. Divergéncia. Protegdao de cultivares.
Dendrograma.
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ABSTRACT

The objectives of this work were to establish allelic patterns and to estimate genetic
distances in 17 watermelon cultivars and one accession of Citrullus colocynthis, based on
microsatellite marker, in order to generate a reference database to support the plant variety
protection, as well as to guide improvement programs and genetic resources of this species.
For visualization of the genetic similarity, the dendrogram UPGMA generated by the
matrix of distances of the coefficient of Jacquard was used, based on 32 alleles of ten
microsatellite loci. The total DNA was extracted by the CTAB 2x method, and PCR
products were analyzed in denaturing polyacrylamide 6% gels, stained with silver nitrate.
The number of base pairs was estimated by the method of inverse mobility, based on
known size products regression. Among the 36 tested microsatellites primers only ten
presented polymorphic amplification of easy interpretation. The cultivars presented a
similarity coefficient between 34 and 100%, which reflected the high genetic variability.
The 32 alleles were not enough to distinguish all 17 watermelon cultivars, with “Sugar
Baby” and “Omaru Yamato”; “Charleston Gray” and “Sunshade”, “Crimson Sweet” and
“Nova Crimson” presenting a 100% of similarity. Two groups were observed at the cut
point of 0.42 of similarity, with Citrullus colocynthis, positioned as an out group. One
watermelon group was formed predominately by cultivars derived from Crimson and
another group formed by cultivars of different types as “Sugar Baby”, “Charleston Gray”
and “Pérola”.

Keywords: Citrullus lanatus. Microsatellite. Divergence. Plant variety protection.
Dendrogram.
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INTRODUCAO

Tradicionalmente, os melhoristas tém utilizado descritores morfoldgicos para
registro e langamento de novas variedades. Ainda que a caracterizacdo de cultivares feita
desta forma continue sendo predominante e importante, as limitagdes deste tipo de
descritor tém gerado a necessidade de se buscar alternativas. Uma delas tem sido os
descritores de DNA, baseados no gendtipo do individuo, que tem se destacado,
especialmente pelo seu potencial de distingdo de genotipos morfologicamente similares e
geneticamente aparentados. Marcadores moleculares despontam como uma alternativa na
caracterizacdo de germoplasma e prote¢cdo de novas cultivares livre de interferéncia
ambiental. Sendo o termo “fingerprinting” utilizado para descrever o padrao molecular de
um gendtipo (Millach, 1999).

Diferentes marcadores moleculares, tais como, RAPD (“Random Amplified
Polimorphic DNA”) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), tem sido
utilizados para a avaliagdo e caracterizagdo de germoplasma de melancia. Levi et al.
(2001) analisaram a diversidade genética entre cultivares de melancias americanas, com
base em marcadores RAPD, e verificaram similaridade entre 92 ¢ 99,6% e concluiram que
¢ necessario aumentar a base genética da melancia. Che et al. (2003) utilizaram oito
combinagdes de ‘primers’ AFLP na analise da diversidade de 28 cultivares de melancia de
diferentes origens e encontraram similaridade entre 82 e 99%. Entretanto, estes
marcadores t€ém a desvantagem de serem dominantes, de dificil reprodutibilidade e muito
laboriosos (Esselink et al., 2003). Em contraste a estes, os marcadores microssatélites,
também denominados SSR (“Simple Sequence Repeats™), tém sido o melhor marcador
para estudos de “fingerprinting” devido ao seu alto polimorfismo, co-dominancia,
confiabilidade e reprodutibilidade (Varshney, 2005).

Jarret et al. (1996), verificaram variagdo genética entre acessos de Citrullus lanatus
var. lanatus, C. lantatus var. citroides e C. colocynthis usando sete marcadores SSR.
Guerra-Sanz (2002) reportou que 18 marcadores SSR foram identificados com habilidade
de detectar polimorfismo entre variedades de melancia, ragas locais, C. colocynthis e
hibridos interespecificos. Joobeur et al. (2006) reportaram 36 ‘primers’ SSR, capazes de
detectar polimorfismo em oito acessos e quatro variedades de melancia. Kwon et al. (2010)
avaliaram 63 pares de ‘primers’ SSR para discriminacao em 49 variedades comerciais de

melancia e destes, 30 apresentaram polimorfismo. No entanto, ainda segundo esses
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autores, existem muitas variedades de melancia que nao foram diferenciadas por meio de
marcadores SSR.

Jufen et al. (2009) reportaram que trés marcadores SSR entre 73 avaliados foram
capazes de distinguir dois hibridos de melancia das suas linhas parentais e que 200
‘primers’ RAPD e 30 ISSR ndo puderam diferenciar os mesmos. Os autores ainda
identificaram dois marcadores SSRs capazes de distinguir os dois hibridos avaliados,
reforgando o potencial desse tipo de marcador para trabalhos de protecao de cultivares de
melancia e disputas comerciais.

Kwon et al. (2010) reportaram a aplicagdo de 30 SSRs para diferenciar 49
cultivares de melancia coreanas ¢ norte-americanas, verificando a formacao de cinco
grupos, com similaridade variando de 15 a 100% entre as cultivares. Levi et al. (2009)
reportaram a aplicagdo de 40 SSR génicos em acessos e cultivares de melancia
encontrando maior diversidade entre os acessos do que entre as cultivares avaliadas. Lee et
al. (2007) reportaram que a aplicagdo de 15 SSR foram suficientes para diferenciar 26
cultivares coreanas e norte-americanas de melancia, separando-as em dois grupos, sem,
contudo, observarem associagdes morfologicas e fisiologicas entre os grupos formados.

No Brasil, a aplicagdo de marcadores moleculares resume-se a estudos de
divergéncia genética entre e dentro acessos de bancos de germoplasma, como os estudos
realizados por Capeloto et al. (2004), Silva et al. (2006), com marcador RAPD e mais
recentemente por Silva (2010) com marcadores DAF e ISSR.

Apesar da disponibilidade de marcadores microssatélites para melancia, ainda nao
foi proposto um niimero minimo desse tipo de marcador para auxiliar na protecdo de
cultivares e dirimir disputas comerciais. This et al. (2004) propuseram sete microssatélites
como o minimo para analises de cultivares de videira, estabelecendo alelos de referéncias.
Ledo et al. (2009) empregaram esse conjunto de microssatélites para caracterizar a cole¢ao
de videira da Embrapa Semidrido. Ribeiro (2011) empregou e sugeriu 12 SSR para
diferenciar 103 acessos de mangueira, estabelecendo o padrdo alélico para os acessos
avaliados.

O presente trabalho teve como objetivos o estabelecimento de padrdes alélicos e
estimativas das distancias genéticas para 17 cultivares comerciais de melancia, com base
em marcadores microssatélites, de forma a gerar um banco de dados de referéncia e apoio a
protecao de cultivares e eventuais disputas comerciais, bem como orientar programas de

melhoramento e recursos genéticos da espécie.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de genética da Embrapa Semidrido e
foram analisadas 17 cultivares de melancia e um acesso de Citrullus colocynthis, como
‘fora do grupo’ (Tabela 1). As sementes foram obtidas no Banco de Germoplasma de
Cucurbitaceas para o Nordeste brasileiro, localizado na Embrapa Semidrido. Estas foram
semeadas em bandejas de poliestireno, contendo substrato comercial para hortalicas, a base
de vermiculita e cinzas vegetais ¢ mantidas em casa de vegetagao.

Para extracdo do DNA total, foram coletadas, apos o aparecimento da terceira folha

definitiva, amostras foliares de cinco plantas para representar cada cultivar. Essas foram
armazenadas em freezer a -80°C, até o momento da extragao.
Extracao e Quantificacado do DNA: O DNA foi extraido pelo método CTAB 2x (Doyle &
Doyle, 1990), com algumas modificagdes. 1) a maceragdo mecanica foi realizada na
presenga de nitrogénio liquido, até a obten¢do de um pd muito fino; 2) O macerado vegetal
de cada amostra foi transferido para tubos duplicados de eppendorf (2 mL), contendo cada
um 950 pL de tampao CTAB 2x; 3) As amostras foram colocadas em banho Maria a 60°C
por 30 min, com inversdo destes a cada 10 min; 4) Adicionou-se 950 upL de
cloroféormio:alcool isoamil (24:1) em cada tubo, seguida de centrifugagdo 7.500 rpm, por
10 min; 5) 700 uL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo de eppendorf (1,5
mL), sendo adicionado 467 pL de alcool isopropilico ‘gelado’, seguido de suaves
inversdes dos tubos, estes foram mantidos em gelo por 20 min; 6) Apds esse periodo a
solucdo foi centrifugada a 10000 rpm para deposi¢do do ‘pellet’ no fundo do tubo,
descartando-se o sobrenadante em béquer em capela de exaustao de gases; 7) o ‘pellet’ foi
ressuspendido em 30 pL Tris-EDTA, permanecendo a 6°C por 24h em geladeira para
completa dissolucao do ‘pellet; 8) a solucao foi tratada com RNAse durante 45 min em
banho maria a 37°C para remocao dos RNAs co-extraidos.

A quantificagio do DNA foi realizada em gel de agarose a 0,8%, corado com
brometo de etidio, pela comparagao visual da intensidade das bandas do DNA extraido
com bandas do DNA do fago Lambda, de concentragdes conhecidas e carregadas no
mesmo gel das amostras. A integridade das amostras de DNA foi avaliada pela presencga ou
auséncia de ‘rastro’ de DNA. As amostras de DNA foram diluidas para 50 ng/uL e
armazenadas a -20°C.

Reacio, amplificacio do DNA e resolucdao em géis de poliacrilamida: foram utilizados

36 pares de ‘primers’ microssatélites (Joobeur et al., 2006). Inicialmente foi feita uma
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avaliacdo dos pares de ‘primers’ utilizando quatro cultivares (Charleston Gray, Sunshade,
Crimson Sweet e Smile), distintas morfologicamente, para selecdo daqueles de melhor
resolucao polimorfica em géis de poliacrilamida. As reagdes de amplificacdo de PCR
(‘Polymerase Chain Reaction’) foram realizadas conforme metodologia de Joobeur (2004),
com algumas modificagdes, para um volume final de 12 pL, contendo 50 ng de DNA, 5
uM de cada ‘primer’, 0,1 mM de ANTP, 1,5 mM de MgCl,, 1x tampdo de PCR e 0,75
unidades da enzima Taq DNA polimerase. A programacdo do termociclador para as
amplificacdes consistiu de: a) um ciclo inicial de 94°C durante 2 min, seguido 30 ciclos a
94°C durante 15s, a 56°C durante 30s e a 72°C durante 2 min. e um ciclo final a 72°C por
30 min.

A solu¢io da reagio de PCR foi adicionado metade do volume do tampio
desnaturante de formamida 98% (EDTA pH 8,0 10 mM, 1 mg/mL de Xilene Cyanol e 1
mg/mL de Bromothenol blue), seguido da completa desnaturagao a 94°C por 5 min em
termociclador e logo apos colocadas imediatamente no gelo até a aplicagdo no gel de
poliacrilamida.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de poliacrilamida 6%
[acrilamida/bisacrilamida (19:1), 7,5 M de uréia e tampao TBE 5x], preparado em placa de
vidro tipo sanduiche com capacidade para 60 pocos. As placas de vidro foram limpas com
o auxilio de um lengo de papel embebido com etanol. A placa grande (de adesao do gel) foi
tratada com 1,1 mL de uma solucéio contendo 95% de Etanol + 0,5% de Acido Acético e 1
uL de Bind silane (Bioscience). Essa solugdo foi espalhada em toda a superficie da placa
com um auxilio de um lengo de papel, o excesso foi retirado com um lengco umedecido
com alcool etilico. A placa pequena (repulsao do gel) foi tratada de acordo como descrito
anteriormente, porém, substituindo-se a solu¢ao contendo Bind silane por um produto
usado para a limpeza de vidros de automoéveis com nome comercial de Waterlux (Luxcar).

Uma pré-corrida de 30 minutos a 40 W foi realizada antes da aplicagdo das
amostras de PCR. Foi aplicado 2,5uL da reacdo de PCR desnaturada no gel de
poliacrilamida 6%, sendo a corrida de eletroforese realizada por um periodo de
aproximadamente 3h, com poténcia constante de 40 W. O Marcador de peso molecular
Ladder 50pb (Fermentas) foi carregado na extremidade lateral de cada gel.

Os gé¢is foram corados com nitrato de prata, conforme procedimento descrito por
Creste et al. (2001), com algumas modificacdes: 1) a placa contendo o gel foi imersa em
solucdo de fixacdao contendo etanol absoluto 10% e acido acético 1% por 20 min sob leve

agitacdo; 2) lavagem com dagua destilada sob agitacdo por 1 min, 3) Pré-tratamento foi
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realizado em solucdo de 4cido nitrico 0,2 mol.L" por 3 min, seguida de nova lavagem do
gel com agua destilada por 1 min, sob lenta agitagdo, 4) A impregnacdo do gel foi realizada
com solu¢do de nitrato de prata 0,2% por 20 min, seguida de duas lavagens de 30 s com
agua destilada sob leve agitacdo, 5) o gel foi imerso em solugdo de revelacdo contendo
carbonato de sédio 2,4% e formaldeido 37%, sendo utilizado metade da solugdo reveladora
na primeira lavagem, até o inicio do aparecimento das bandas, 6) a placa com gel foi
transferida para uma segunda bandeja contendo o restante da solugdo e corado até o
aparecimento do padrao das bandas desejado, 7) uma nova lavagem do gel foi realizada
com acido acético 5% por 3 min. seguida de uma lavagem final com 4gua por 1 min, sob
agitacdo lenta. A placa com o gel corado foi colocada em posi¢do vertical até a secagem
em temperatura ambiente para posterior analise dos fragmentos e digitalizacdo em scanner
Epson GT-15000.

Anotacio e anilise dos dados de microssatélites: os locos que apresentaram
polimorfismo de facil interpretagdo foram selecionados para genotipagem das 17 cultivares
de melancia e um acesso de C. colocynthis. A estimativa do tamanho em pares de base (pb)
para cada alelo, para a constru¢ao do padrao alélico de cada germoplasma, foi obtida pelo
método da mobilidade inversa baseada em regressdo de produtos de tamanho conhecido do
marcador molecular de 50bp da Fermentas (EUA).

Os microssatélites foram anotados para a presenca (1) versus auséncia (0) de alelos,
para construir uma matriz de similaridade do indice de Jaccard. O dendrograma com as
distancias das cultivares foi gerado pelo método de agrupamento UPGMA (Método de
Agrupamento ndo Ponderado com base na Média Aritmética). A avaliagdo do ajuste do
fenograma foi realizada pela correlagdo co-fenética, ou seja, a correlacdo entre as
distancias reais e as representadas graficamente. Para estas analises utilizou-se o aplicativo
computacional NTSY Spc versao: 2.1 (Rophlf, 2000).

As estimativas das freqliéncias dos principais alelos, numero de gendtipos,
diversidade do gene, heterozigosidade e conteudo de informacao polimoérfica (PIC) para os
microssatélites utilizados, foram realizados com auxilio do programa PowerMarker (Liu &

Muse, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 36 pares de ‘primers’ utilizados, apenas dez apresentaram amplificacdes

polimorficas de facil interpretacdo: MCPI-04, MCPI-05, MCPI-07, MCPI-11, MCPI-14,



20

MCPI-16, MCPI-21, MCPI-26, MCPI-33, MCPI-39 (Figura 1). Joobeur et al. (2006), ao
avaliarem a capacidade de detectar polimorfismo, desses 36 ‘primers’, reportaram que
todos eles foram polimorficos em oito acessos de melancia, incluindo cinco acessos de C.
lanatus var. lanatus e trés de C. lanatus var. citroides. Essa diminui¢ao no numero de SSR
em detectar polimorfismo, pode ser devido ao fato de que, no presente trabalho esses
microssatélites foram avaliados quanto a capacidade de detectar polimorfismo em
cultivares comerciais de melancia, todas pertencentes a subespécie C. lanatus var. lanatus.

Foram detectados 32 alelos nos dez microssatélites analisados, onde o nimero de
alelos por loco variou de dois a cinco, com média de 3,2 alelos por microssatélite nas 17
cultivares de melancia e um acesso de C. colocynthis genotipadas. A média descrita foi
semelhante aos resultados reportados por Guerra-Sanz (2002), Joobeur et al. (2006) e
Kwon et al. (2010), que encontraram média de alelos de 3,6, 2,77 e 3,9 alelos por locos,
respectivamente. No entanto, esses resultados foram abaixo da média encontrada por Jarret
(1996), que encontrou média de 4,7 alelos por loco, ao avaliar sete SSR em 33 acessos de
melancia, incluindo Citrullus lanatus var. lanatus, C. lantatus var. citroides ¢ C.
colocynthis.

O tamanho dos alelos variou de 462 pb no MCPI-05 a 1064 pb no MCPI-39
(Tabela 2), diferente dos tamanhos reportados por Kwon et al. (2010), que utilizaram os
mesmos marcadores microssatélites e reportaram tamanho de alelos de 135 pb no MCPI-42
a 298 pb no MCPI-39.

Os locos MCPI-05 e MCPI-16 podem estar ligados ao padrao de listras nos frutos,
uma vez que, todas as cultivares que possuem listras bem definidas apresentaram o mesmo
padrao de alelos (Tabela 2). No entanto, sdo necessarios futuros trabalhos, em populagdes
segregantes, para associar os referidos ‘primers’ ao gene responsavel pelo padrao de listras
nos frutos de melancia.

Um resultado muito importante desse trabalho, inclusive com uma grande
utilidade para o registro de cultivares, ¢ que alguns locos foram capazes de distinguir a
cultivar Crimson Sweet de suas derivadas. A saber: os locos MCPI 11, MCPI 26 ¢
MCPI 33 distinguiram a cultivar BRS Opara, da cultivar Crimson Sweet e suas derivadas.
E importante ressaltar que a “BRS Opara” ¢ uma variedade brasileira, lancada pela
Embrapa Semiarido em 2007, que possui resisténcia ao oidio, um dos principais fungos
que atacam a cultura da melancia. A cultivar ¢ oriunda de cruzamentos e retrocruzamentos
de “Crimson Sweet” com uma fonte de resisténcia ao oidio conservada no BGCIA. Os

locos MCPI 11 e MCPI 39 foram capazes de distinguir o hibrido Top Gun de “Crimson
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Sweet” e suas derivadas. E o locos MCPI 14 foi capaz de distinguir “Crimson Select” de
“Crimson Sweet” (Tabela 2). Vale salientar que todas essas cultivares sao
morfologicamente muito semelhantes e geneticamente aparentadas. Marcadores
moleculares capazes de distinguir cultivares geneticamente aparentadas sdao muito
importantes, pois poderdo ser utilizados para o registro de novas cultivares. Como no
Brasil, a preferéncia do mercado consumidor ¢ por frutos com padrdes externos
semelhantes aos padroes de “Crimson Sweet”, os programas de melhoramento usam essa
cultivar na obten¢do de novas cultivares. Dessa forma, os locos acima citados, capazes de
distinguir “Crimson Sweet” de suas derivadas, serdo de extrema relevancia no momento do
registro de novas cultivares.

Os valores de PIC, que reflete a diversidade alélica e a taxa de freqiiéncia entre as
variedades, nao foram uniformemente altas para todos os locos microssatélites testados. A
média do PIC foi de 0,402, onde os maiores valores foram observados nos locos MCPI 04
(0,597), MCPI_05 (0,583) e MCPI 16 (0,707), e o menor valor foi observado no MCPI 14
(0,104) (Tabela 3). Kwon et al. (2010), ao caracterizarem 49 cultivares coreanas e norte-
americanas, também reportaram esses microssatélites como alguns dos que apresentaram
maior informagdo polimoérfica. Entre as cultivares coreanas e norte-americanas o
MCPI 14, também foi um dos que apresentaram maior informacdo polimorfica, diferindo
do observado no presente estudo. Esses resultados indicam que os locos microssatélites
mais polimorficos encontrados por Kwon et al. (2010) e no presente trabalho, ndo serdo
necessariamente os mais informativos para todas as cultivares de melancia, tanto coreanas
e norte-americanas quanto de outros paises, sendo recomenddvel uma continua
caracterizacao molecular das cultivares de melancia existentes.

A média da heterozigosidade foi de 0,189, com o maior valor observado no
MCPI 04 (1,0) e o menor valor (0) nos MCPI 11, MCPI 21 e MCPI 26 (Tabela 3). O
PIC e a heterozigosidade representam a existéncia de variabilidade, pois cada individuo
diploide pode ter até dois alelos por loco (Weir, 1996), em que a variabilidade ¢ maior com
a maior freqiiéncia de heterozigotos e PIC, sendo os microssatélites que se enquadrem
nessa situagao considerados como os mais indicados para estudos de diversidade (Ribeiro,
2011).

A correlagdo entre a matriz de valores cofenéticos e a matriz das distdncias de
similaridade foi 0,86, indicando que o dendrograma apresentado (Figura 2) apresenta um
bom ajuste nos agrupamentos das cultivares de melancia com os 32 alelos dos dez locos

microssatélites analisados. Trés grupos foram observados, no ponto de corte de 0,42 de
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similaridade: grupo I — Minipool, Peacock, Pérola, BRS Kuarah, Omaru Yamato, Sugar
Baby, Emperor Charleston Bonanza, Charleston Gray e Sunshade; grupo II — Smile, BRS
Soleil, Top Gun, BRS Opara, Crimson Sweet, Crimson Select, Nova Crimson ¢ Fairfax, e
grupo III - C. colocynthis (Figura 2).

Levi et al. (2000), ao caracterizarem acessos de melancia com marcadores RAPD
relataram a formagdo de trés grupos, sendo que no primeiro ficaram agrupadas cultivares
comercias, no segundo, acessos de C. lanatus var. citroides; e, no terceiro C. colocynthis.
Os resultados obtidos por estes autores, demonstraram maior variabilidade genética entre
acessos de C. lanatus var. citroides e de C. colocynthis quando comparados com as
cultivares comerciais (C. lanatus var. lanatus). Kwon et al. (2010) reportaram a formagao
de seis grupos ao caracterizarem 49 cultivares de melancia coreanas e norte-americanas
com marcadores microssatélites.

Silva et al. (2006), ao caracterizarem 43 acessos de melancia pertencentes ao Banco
de Germoplasma de Melancia (BGCIA), localizado na Embrapa Semidrido, com
marcadores RAPD, verificaram a formagao de 28 grupos. O grupo I foi constituido por
25,6% dos acessos, sendo quatro acessos origindrios da Chapada Diamantina, dois de Irecé
e cinco de Vitdria da Conquista. O grupo II foi formado por dois acessos, um da Chapada
Diamantina e outro de Vitoéria da Conquista; o grupo I, por trés acessos, um de cada local
de coleta e, o grupo IV, por dois acessos, um da Chapada Diamantina e outro de Vitoria da
Conquista. Os 24 grupos restantes foram formados por acessos unicos, incluindo a cultivar
Crimson Sweet.

Ao comparar a formacdo de grupos entre cultivares comerciais € acessos
conservados no BGCIA, pode-se verificar que a variabilidade encontrada nestes ¢ maior do
que a encontrada entre as cultivares. De acordo com Romao (1995), existe uma forte troca
de sementes entre agricultores. Além disso, na agricultura tradicional do Nordeste
brasileiro ¢ continua, e a selecdo praticada pelos agricultores tende a fixar tipos distintos
em determinadas regides, o que pode explicar o aparecimento de grupos especificos,
muitas vezes formados por um Uinico acesso.

Para Navot & Zamir (1987), a melancia ¢ uma cultura de base genética estreita,
devido a selecdo recorrente e endogamia continua durante 5000 anos de cultura. Essa
afirmagdo pode ser constatada pelo baixo polimorfismo encontrado por Navot & Zamir
(1987) entre cultivares e acessos de melancia com base em marcadores izoenzimaticos,
bem como por Levi et al. (2001), que ao caracterizarem 46 cultivares de melancia

americanas encontraram similaridade genética entre 92% e 99,6%, por meio de marcadores



23

RAPD. Che et al. (2003) reportaram coeficiente de similaridade entre 82% e 99% em
acessos de melancia originados da Asia e dos Estados Unidos, utilizando marcadores
AFLP e ISSR.

Os resulatdos do presente estudo, contudo indicam alta variabilidade genética entre
as cultivares analisadas, pois o coeficiente de similaridade variou de 34 a 100%.
Resultados similares sdo relatados por Kwon et al. (2010), que ao caracterizarem 49
cultivares de melancia coreanas e norte-americanas, com base em marcadores SSR
encontraram similaridade entre 13 e 100%.

Comparando os resultados encontrados com marcadores RAPD, AFLP, ISSR e
SSR pode-se perceber o alto poder discriminante dos marcadores microssatélites até
mesmo entre materiais geneticamente aparentados. Os resultados obtidos no presente nao
validam a hipdtese de que a melancia ¢ uma cultura de base estreita, corroborando com os
resultados de Kwon et al. (2010).

Apesar da variabilidade encontrada no presente trabalho entre as cultivares testadas,
os 32 alelos dos dez locos SSR nao foram suficientes para separar todas as 17 cultivares de
melancia, sugerindo que as variedades “Sugar Baby” e “Omaru Yamato”, “Charleston
Gray” e “Sunshade”, “Crimson Sweet” e “Nova Crimson”, sdo geneticamente iguais para
os locos andlisados. Vale ressaltar que essas cultivares sdo, morfologicamente, muito
distintas. Em algumas situa¢des, marcadores moleculares tipo SSR podem apresentar
informacdes adicionais quando descritores morfoldgicos sdo insuficientes para distinguir
cultivares de uma espécie que apresenta base genética estreita (Priolli ef al., 2002). Nas
situacdes em que ndo for possivel distinguir acessos de uma dada espécie com um conjunto
de marcadores preestabelecidos, Jakse et al. (2005) sugerem que marcadores adicionais
sejam utilizados para revelar polimorfismos. ‘Primers’ adicionais, além dos testados neste
trabalho, podem ser obtidos em Guerra-Sanz (2002) e Jarret et al. (1996) ou até¢ mesmo
ajustes na temperatura de anelamento do protocolo PCR de alguns dos microssatélites
testados no presente trabalho.

Marcadores moleculares do tipo SSR nao tem sido muito utilizado na
caracterizacdo de variedades comerciais de melancia, porque existe um namero limitado
desses marcadores desenvolvidos para esta olericola (Kwon et al., 2010).

O padrao alélico e as estimativas de pares de bases para os 32 alelos nos dez locos
microssatélites, revelados neste trabalho, sdo um primeiro esfor¢o para o emprego de

marcadores microssatélites em situacdes de protecao de cultivares para o agronegocio da



24

melancia no Brasil, podendo também ser utilizado em situagdes de disputas comerciais

referentes a certificacdo ou ndo das principais cultivares de melancia usadas no pais.

CONCLUSOES

1. Foram estabelecidos padrdes alélicos e estimativas das distdncias genéticas baseados em
marcador microssatélites para 17 cultivares de melancia, com a similaridade variando entre
34 e 100%.

2. Foi observada formagao de trés grupos no dendrograma com os gendtipos analisados,
no ponto de corte de 42% de similaridade.

3. Os 32 alelos dos 10 locos analisados nao foram suficientes para distinguir as cultivares
“Sugar Baby” e “Omaru Yamato”, “Charleston Gray” e “Sunshade”, “Crimson Sweet” e
“Nova Crimson”.

4. Os locos mais indicados para estudos de diversidade e “fingerprinting” em melancia

foram: MCPI 04, MCPI 05 e MCPI_16.
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Tabela 1. Caracteres e procedéncia das cultivares genotipadas com dez marcadores SSR.

Petrolina-PE, 2011.

Procedéncia
Cultivares Formato do fruto Cor da casca Cor da polpa das
sementes

.. . Verde-claro com listras difusas
Minipool Circular . . Vermelho Hazera
muito estreitas

Pérola Eliptico largo Verde-clarq com lls.tras difusas Vermelho BGCIA
muito estreitas

Smile Circular Verde-médio com h,s tras definidas Vermelho BGCIA
escuras médias

BRS Soleil Circular Verde-médio com listras definidas 0 BGCIA
escuras médias

BRS Kuarah Circular Verde-medlg com llgtras difusas Amarelo BGCIA
muito estreitas

BRS Opara Eliptico Verde-claro com listras definidas Vermelho BGCIA
escuras e largas

. I rde-claro com listras definida: .
Crimson Sweet Eliptico Verde-claro com listras definidas Vermelho Hortivale
escuras e largas

Crimson select Eliptico Verde-claro com listras definidas Vermelho Hollar
escuras e largas

Nova Crimson Eliptico Verde-claro com listras definidas Vermelho Topsed
escuras e largas

Top Gun' Eliptico Verde-claro com listras definidas Vermelho Syngenta
escuras e largas

Omaru Yamato Circular Verde-clarq com lls.tras difusas Vermelho BGCIA
muito estreitas

. \Y it listr
Sugar Baby Circular erde.mul O escuro com Lstras Vermelho BGCIA
muito estreitas indistintas

Fairfax Alongado M e Vermelho Feltrim
verde-escuro

Emperor Charleston Verde-claro com listras difusas Isla
1 Alongado . . Vermelho

Bonanza muito estreitas sementes

Charleston Gray Alongado Verde-clarq com 11s'tras difusas Vermelho Isla
muito estreitas sementes

Peacock Oblongo Verde-escuro Vermelho BGCIA

Sunshade Oblongo Verde claro Vermelho BGCIA

C. colocynthis Circular Verde claro (ézzrlllrl;sétras definidas Branco BGCIA

"Hibrido F,; BGCIA = Banco Ativo de germoplasma de Melancia da Embrapa Semiarido.

Fonte: Dados da Embrapa Semiarido e adaptacdo de Dias er al (2010); Isla sementes (2011); Lane
Agriculture Center (2009), Souza (2008).
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Tabela 2. Padrdo alélico, em pares de bases, estimado para 17 cultivares e um acesso de

melancia, genotipados com dez marcadores microssatélites. Petrolina-PE, 2011.

Cultivares Locos MCPI
4 5 7 11 14 16 21 26 33 39
Minipool 736/774 556/556 742/742 738/738 683/683 810/810 480/480 640/640 870/870 965/965
Pérola 774/779 556/556 742/742 738/738 683/683 810/810 475/475 640/640 856/856 965/965
Smile 774/779 462/462 623/623 738/738 683/683 469/742 475/475 640/640 856/856 965/965
BRS Soleil 736/774 462/462 623/623 738/738 683/683 469/742 475/475 640/640 870/870 965/965
BRS Kuarah 736/774 556/556 623/623 738/738 683/683 810/810 475/475 640/640 870/870 965/965
BRS Opara 736/774 462/462 742/742 665/665 683/683 469/742 480/480 577/577 870/870 942/942
Crimson Sweet  736/774 462/462 742/742 831/831 683/683 469/742 480/480 640/640 856/856 942/942
Crimson select  736/774 462/462 742/742 831/831 638/701 469/742 480/480 640/640 856/856 942/942
Nova Crimson ~ 736/774 462/462 742/742 831/831 683/683 469/742 480/480 640/640 856/856 942/942
Top Gun 774/799 462/462 742/742 738/738 683/683 469/742 480/480 640/640 856/856 965/965
Omaru Yamato 736/774 556/556 623/623 738/738 683/683 810/810 475/475 640/640 856/856 965/965
Sugar Baby 736/774 556/556 623/623 738/738 683/683 810/810 475/475 640/640 856/856 965/965
Fairfax 736/774 462/462 742/742 728/728 683/683 469/742 475/475 640/640 856/856 942/942
Emperor 736/774 556/507 742/742 738/738 683/683 810/835 475/475 640/640 856/870 942/965
Charleston Gray 774/799 507/507 742/742 738/738 683/683 835/835 475/475 640/640 856/856 942/942
Peacock 736/774 556/556 742/742 738/738 683/683 810/810 480/480 577/577 856/856 942/965
Sunshade 774/799 507/507 742/742 738/738 683/683 835/835 475/475 640/640 856/856 942/942

C. colocynthis

671/703 579/579 722/742 738/738 683/683 787/787 475/475 640/640 856/856 965/1064
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Tabela 3. Parametros genéticos estimados para 10 microssatélites em 18 genotipos de

melancia. Petrolina-PE, 2011.

Maior o o , . .
SSR frequéncia N,' Fie . N ’de Numero Dlveirs'l dade Hererozigosidade  PIC
alélica genoétipos individuos de alelos génica
MCPI 04 0,472 4,000 18,000 6,000 0,654 1,000 0,597
MCPI_05 0,444 5,000 18,000 4,000 0,650 0,056 0,583
MCPI 07 0,694 3,000 18,000 3,000 0,440 0,056 0,365
MCPI 11 0,722 4,000 18,000 4,000 0,444 0,000 0,409
MCPI 14 0,944 2,000 18,000 3,000 0,106 0,056 0,104
MCPI 16 0,361 5,000 18,000 5,000 0,748 0,500 0,707
MCPI 21 0,611 2,000 18,000 2,000 0,475 0,000 0,362
MCPI 26 0,889 2,000 18,000 2,000 0,198 0,000 0,178
MCPI 33 0,750 3,000 18,000 2,000 0,375 0,056 0,305
MCPI 39 0,528 4,000 18,000 3,000 0,523 0,167 0,412

Média 0,642 3,400 18,000 3,400 0,461 0,189 0,402
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Figura 1. Padrdo de bandas para 10 locos microssatélites avaliados em 17 cultivares de
melancia e um acesso de C. colocynthis. Gendtipos: 1 = Minipool, 2 = Pérola, 3 = Smile, 4
= BRS Soleil, 5 = BRS Kuarah, 6 = BRS Opara, 7 = Crimson Sweet, 8§ = Crimson Select, 9
= Nova Crimson, 10 = Top Gun, 11 = Omaru Yamato, 12 = Sugar Baby, 13 = Fairfax, 14 =
Emperor Charleston Bonanza, 15 = Charleston Gray, 16 = Peacock, 17 = Sunshade, 18 =
C. colocynthis. Petrolina-PE, 2011.
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Figura 2. Dendrograma UPGMA do coeficiente de similaridade de Jaccard de 17
cultivares de melancia e um acesso C. colocynthis genotipados para 32 alelos de dez locos
microssatélites. Correlagao cofenética = 0,86. Petrolina-PE, 2011.
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CAPITULO II - VARIABILIDADE GENETICA EM ACESSOS DE MELANCIA
POR MEIO DE MARCADORES MICROSSATELITES
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar a variabilidade genética de 40 acessos de melancia
oriundos de oito regides e preservados no Banco de Germoplasma de Cucurbiticeas, com
base em marcadores moleculares SSR. O DNA total foi extraido pelo método CTAB 2x e
os produtos de PCR foram analisados em géis de poliacrilamida desnaturante 6% e corados
com nitrato de prata. Para visualiza¢do da similaridade genética, utilizou-se o dendrograma
UPGMA gerado da matriz de similaridade do coeficiente de Jaccard, com base em 41
alelos de treze locos microssatélites. O numero de pares de bases foi estimado pelo método
da mobilidade inversa, com base em regressao de produtos de tamanho conhecido. A
andlise molecular de variancia foi realizada pela decomposicdo total entre e dentro das
regidoes. Dos 36 pares de ‘primers’ microssatélites utilizados apenas treze apresentaram
amplificacdes polimorficas de facil interpretacdo. Os acessos apresentaram coeficiente de
similaridade entre 37 e 96%, com dendrograma apresentando valor cofenético de 0,80. A

variabilidade genética entre populagdes foi considerada alta (#sw =0,319). Agrupamentos
especificos foram observados em trés regides. Esses resultados indicam que a variabilidade
genética da melancia ndo esta uniformemente distribuida nas regides analisadas. Sugere-se
a prospec¢ao de um maior nimero de populagdes por regido, para se ter maior visibilidade
da diversidade da espécie.

Palavras-chave: Citrullus lanatus. SSR. AMOVA. Dendrograma.
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ABSTRAT

The objective of this work was to analyze the genetic variability of 40 accessions from
eight regions of watermelon preserved in the Watermelon Active Germplasm Bank based
on SSR markers. The total DNA was extracted by the CTAB 2x method, and PCR
products were analyzed in denaturing polyacrylamide 6% gels, stained with silver nitrate.
For visualization of the genetic similarity, the dendrogram UPGMA generated by the
matrix of similarity of the coefficient of Jacquard was used, based on 41 alleles of thirteen
microsatellite loci. The number of base pairs was estimated by the method of inverse
mobility, based on known size products regression. Analysis of molecular variance was
accomplished by total decomposition among and within regions. Among the 36 tested
microsatellites primers only thirteen presented polymorphic amplification of easy
interpretation. The accessions presented a similarity coefficient between 37 and 96%, the
dendrogram presented co-phenetic value of 0.80. The genetic variability among population

was high (¢ST =0,319). Specific clusters were observed in three regions. These results
indicate that the genetic variability of watermelon is not uniformly distributed in the
analyzed regions. It is suggested the prospecting of a greater number of populations by
region in order to have greater visibility of the diversity of species.

Keywords: Citrullus lanatus. SSR. AMOVA. Dendrogram.
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INTRODUCAO

A melancia (Citrullus lanatus) pertence ao género Citrullus, a familia
Cucurbitaceae e é originaria da Africa (Witaker & Davis, 1962). E uma espécie alogama,
cujos principais agentes polinizadores sdo as abelhas. Entretanto, hé relatos de altas taxas
de autofecundagdes naturais em populagdes andromonoicas, cultivadas em casa-de-
vegetacao (Ferreira et al., 2000; 2002). Sua introducao no Brasil ocorreu em duas fases, a
primeira durante o trafico de escravos e, na segunda, foram introduzidas cultivares
melhoradas oriundas dos programas de melhoramento dos Estados Unidos e Japao
(Romao, 2008).

Atualmente o Brasil € o quarto pais maior produtor de melancia, com uma producao
em 2008 de 1.950.000 toneladas/ano, o que contribui para o agronegocio do pais com mais
de R$ 600 milhdes de reais por ano (Agrianual, 2011). O Nordeste tem expressiva
participagdo no agronegocio da melancia, onde seu o cultivo é realizado principalmente
por pequenos agricultores, sob condigdes irrigadas ou ndo, devido ao seu facil manejo e
baixo custo de producao (Dias et al., 2001).

No Brasil a maioria das cultivares comerciais ¢ de origem americana € japonesa
(Capeloto et al., 2004), ndo tendo sido, portanto, desenvolvidas para as condi¢des
climaticas do pais, principalmente as existentes no Semiarido nordestino. Somando-se a
1sso, a maioria das cultivares de melancia desenvolvidas na América do Norte durante os
ultimos dois séculos, apesar da grande variabilidade de caracteres morfologicos, possui
base genética estreita, o que pode ter contribuido para sua elevada susceptibilidade a
doencas e pragas (Levi ef al., 2000, 2001).

Uma etapa importante no desenvolvimento de cultivares ¢ o estudo da variabilidade
genética encontrada nos recursos genéticos. O uso dos recursos genéticos, como fonte de
criacdo de novas variedades, ¢ fator de fundamental importancia para a obtengdo de
produtividades mais elevadas e para as transformagdes tecnoldgicas verificadas no
processo de modernizacdo do agronegocio. Trata-se de um processo dindmico, que
necessita de continuo enriquecimento e caracterizacdo dos materiais mantidos nas colecdes
de germoplasma (Valls, 2007).

O Nordeste brasileiro ¢ considerado centro de diversidade secundario para a
melancia e t€ém apresentado grande variabilidade para diversos caracteres de planta, frutos
e resisténcia a doencas (Queirdz, 1993; Dias et. al., 1996). A variabilidade encontrada na

referida regido serviu de base para a formagao de um Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
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de Cucurbiticeas para o Nordeste Brasileiro, na década de 80, localizado na Embrapa
Semiarido, Petrolina — PE (Queirdz, 1993). O Banco de Germoplasma de Melancia
(BGCIA), componente deste BAG, possui atualmente cerca de 870 acessos conservados
(Silva et al., 2010), incluindo cultivares comerciais, amostras da agricultura tradicional, e
alguns parentes silvestres da melancia. Romao (1995) estudou a dindmica e variabilidade
de populacdes do BGCIA em trés regides do Nordeste brasileiro utilizando 39 populagdes,
13 populagdes por regido, coletadas no médio sertdo maranhense, na depressao sertaneja e
na regido central da Bahia, concluindo que o Nordeste brasileiro ¢ um centro de
diversidade secundario para a melancia.

Muitos estudos referentes ao uso dos recursos genéticos da melancia tém sido
realizados, com acessos conservados no BGCIA, com base em descritores morfoldgicos, o
que tém permitido grandes avancos na descrigdo da divergéncia genética entre acessos
(Queirdz et al., 2001; Souza et al., 2005). Quando avaliado para a susceptibilidade aos
principais patdgenos que atingem a cultura foi observado a presenga de genes de
resisténcia ao oidio, viroses e a micosferela (Queirdz et al., 1993, Dias et al., 1996,
Silveira, et al., 2009). Os estudos realizados no BGCIA permitiram o desenvolvimento da
cultivar resistente ao oidio, BRS Opara, (Dias et al., 2007), e de cultivares com diferentes
padrdes de fruto, como as cultivares de polpa amarela BRS Soleil e BRS Kuarah (Souza et
al., 2007).

As informagdes moleculares podem complementar as informacdes ecoldgicas,
morfologicas e agrondmicas dos recursos genéticos, contribuindo para aumentar a
eficiéncia dos processos de coleta, direcionar o enriquecimento da base genética, formar e
validar cole¢des nucleares e de trabalho, analisar a diversidade e a pureza genética,
identificar acessos duplicados e redundantes, auxiliar trabalhos de classificagdo botanica e
filogenia, subsidiar sele¢dao de genitores, planejamento de cruzamentos e selecdo de
gendtipos com caracteristicas desejadas em programas de melhoramento (Faleiro, 2007).

A escolha inadequada dos locais de coleta pode fazer com que ndo haja uma
representatividade da variabilidade genética que precisa ser conservada e utilizada. Estudos
de diversidade molecular de acessos ou populacdes em diferentes regides podem fornecer
informagdes importantes sobre estratégias de amostragem para realizacdo de eficientes
trabalhos de coleta, tais como o niimero de acessos, tamanho de cada populagdo, andlise
quantitativa e qualitativa das regides onde serdo feitas as coletas (Nebauer et al, 1999;

Faleiro, 2007).
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Capeloto et al. (2004), realizaram estudo de divergéncia genética entre e dentro de
18 acessos de melancia coletados no estado do Maranhdo com 59 primers RAPD
(‘Random Amplified Polymorphic DNA’), concluindo, com base em andlises de
agrupamento, da existéncia de consideravel divergéncia genética entre e dentro acessos.
Silva et al. (2006), realizaram caracterizagdo morfologica e com marcador RAPD
molecular de 43 acessos do BGCIA, oriundos de diferentes regides do Estado da Babhia,
concluindo com base nos agrupamentos formados a existéncia de variabilidade genética
ente os acessos € a inexisténcia de agrupamentos especificos por regido de origem dos
acessos. Silva (2010) identificou, com base em andlises de agrupamentos e de andlises de
variancia molecular de dados de marcadores DAF (‘DNA Amplification Fingerprinting’) e
ISSR (‘Inter-Simple Sequence Repeat’), ampla variabilidade genética em 291 acessos do
BGCIA.

Os marcadores RAPD, ISSR e DAF tém a principal desvantagem de serem
dominantes (Esselink et al., 2003). Em contraste a estes, os marcadores microssatélites,
também denominados SSR (“Simple Sequence Repeats™), t€ém sido o melhor marcador
para estudos de “fingerprinting” devido ao seu alto polimorfismo, co-dominancia,
confiabilidade e reprodutibilidade (Varshney, 2005). Apesar da sua vantagem e
superioridade, marcadores SSR nao haviam sido aplicados para a andlise da variabilidade
genética de acessos do BGCIA até o presente trabalho.

Mujaju et al. (2010) concluiram com base em andlise molecular de variancia
(AMOVA) e de agrupamentos de dados de RAPD e SSR, maior existéncia da variabilidade
dentro de acessos de melancia selvagem do Zimbabue. Trabalhos de Jarret et al. (1996),
Guerra-Sanz (2002) e Joobeur et al. (2006) reportaram a existéncia de variabilidade
genética em acessos de melancia pela formagao de agrupamento com dados moleculares de

SSR. Deve ser destacado, que andlises de agrupamento sdo apenas indicativos da

existéncia de diversidade entre populacdes e de que o parametro éST, similar ao coeficiente
F e obtido em AMOVA, pode ser usado como medida de diferenciagdao entre populagdes
(Excoffier et al., 1992).

O objetivo do presente trabalho foi analisar a variabilidade genética de 40 acessos,
oriundos de oito regides do Nordeste brasileiro e preservados no BGCIA da Embrapa
Semiarido, por intermédio de marcadores moleculares SSR, a fim de subsidiar estratégias

de preservacao e utilizagdo da variabilidade genética da espécie.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Genética da Embrapa Semiarido.

Material Vegetal: foram selecionados acessos de melancia oriundos de oito regides do
Nordeste brasileiro, sendo cinco acessos por regido (Tabela 1). As sementes, oriundas do
Banco ativo de germoplasma de Cucurbitaceas para o Nordeste brasileiro, foram semeadas
em bandejas de poliestireno, contendo substrato comercial para hortalicas, a base de
vermiculita e cinzas vegetais ¢ mantidas em casa de vegetagdo. Para extracio do DNA
total, foram coletadas, apds o aparecimento da terceira folha definitiva, amostras foliares
de cinco plantas para representar cada acesso. Essas foram armazenadas em freezer a -
80°C, até o momento da extracao.
Extracao e Quantificacado do DNA: O DNA foi extraido pelo método CTAB 2x (Doyle &
Doyle, 1990), com algumas modificagdes: 1) a maceracdo mecanica foi realizada na
presenga de nitrogénio liquido, até a obten¢do de um pd muito fino; 2) O macerado vegetal
de cada amostra foi transferido para tubos duplicados de eppendorf (2 mL), contendo cada
um 950 pL de tampao CTAB 2x; 3) As amostras foram colocadas em banho Maria a 60°C
por 30 min, com inversdo destes a cada 10 min; 4) Adicionou-se 950 upL de
cloroféormio:alcool isoamil (24:1) em cada tubo, seguida de centrifugagdo 7.500 rpm, por
10 min; 5) 700 uL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo de eppendorf (1,5
mL), sendo adicionado 467 pL de alcool isopropilico ‘gelado’, seguido de suaves
inversdes dos tubos, estes foram mantidos em gelo por 20 min; 6) Apds esse periodo a
solugdo foi centrifugada a 10000 rpm para deposicdo do ‘pellet’ no fundo do tubo,
descartando-se o sobrenadante em béquer em capela de exaustao de gases; 7) o ‘pellet’ foi
ressuspendido em 30 pL Tris-Edta, permanecendo a 6°C por 24h em geladeira para
completa dissolucao do ‘pellet; 8) a solucao foi tratada com RNAse durante 45 min em
banho maria a 37°C para remocao dos RNAs co-extraidos.

A quantificacio do DNA foi realizada em gel de agarose a 0,8%, corado com
brometo de etidio, pela comparagao visual da intensidade das bandas do DNA extraido
com bandas do DNA do fago Lambda, de concentragdes conhecidas e carregadas no
mesmo gel das amostras. A integridade das amostras de DNA foi avaliada pela presencga ou
auséncia de ‘rastro’ de DNA. As amostras DNA foram diluidas para 50 ng/uL e
armazenadas a -20°C.

Reacio, amplificacio do DNA e resolucdao em géis de poliacrilamida: foram utilizados

36 pares de ‘primers’ microssatélites (Joobeur et al., 2006). Inicialmente foi feita uma
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avaliacdo dos pares de ‘primers’ utilizando quatro acessos para selecao daqueles de melhor
resolugdo polimorfica em géis de poliacrilamida. As reagdes de amplificagdo de PCR
(‘Polymerase chain reaction’)

foram realizadas conforme metodologia de Joobeur (2004), com algumas modificacdes,
para um volume final de 12 pL, contendo 50 ng de DNA, 5 uM de cada ‘primer’, 0,1 mM
de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1x tampao de PCR e 0,75 unidades da enzima Tag DNA
polimerase. A programac¢ao do termociclador para as amplificagdes consistiu de: um ciclo
inicial de 94°C durante 2 min, seguido 30 ciclos a 94°C durante 15s, a 56°C durante 30s ¢ a
72°C durante 2 min. e um ciclo final a 72°C por 30 min.

A solugdo da reagdo de PCR foi adicionado metade do volume do tampao
desnaturante de formamida 98% (EDTA pH 8,0 10 mM, 1 mg/mL de Xilene Cyanol e 1
mg/mL de Bromofhenol blue), seguido da completa desnaturagdo a 94°C por 5 min em
termociclador e logo apods colocadas imediatamente no gelo até a aplicagdo no gel de
poliacrilamida.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de poliacrilamida 6%
[acrilamida/bisacrilamida (19:1), 7,5 M de uréia e tampao TBE 5x], preparado em placa de
vidro tipo sanduiche com capacidade para 60 pogos. As placas de vidro foram limpas com
o auxilio de um lenco de papel embebido com etanol. A placa grande (de adesdo do gel) foi
tratada com 1,1 mL de uma solucdio contendo 95% de Etanol + 0,5% de Acido Acético e 1
uL de Bind silane (Bioscience). Essa solucao foi espalhada em toda a superficie da placa
com um auxilio de um lengo de papel, o excesso foi retirado com um lengco umedecido
com alcool etilico. A placa pequena (repulsdo do gel) foi tratada de acordo como descrito
anteriormente, porém, substituindo-se a solu¢ao contendo Bind silane por um produto
usado para a limpeza de vidros de automoéveis com nome comercial de Waterlux (Luxcar).

Uma pré-corrida de 30 minutos a 40 W foi realizada antes da aplicagao das
amostras de PCR. Foi aplicado 2,5uL da reacdo de PCR desnaturada no gel de
poliacrilamida 6%, sendo a corrida de eletroforese realizada por um periodo de
aproximadamente 3h, com poténcia constante de 40 W. O Marcador de peso molecular
Ladder 50pb (Fermentas) foi carregado na extremidade lateral de cada gel.

Os gé¢is foram corados com nitrato de prata, conforme procedimento descrito por
Creste et al. (2001), com algumas modificacdes: 1) a placa contendo o gel foi imersa em
solucdo de fixacdao contendo etanol absoluto 10% e acido acético 1% por 20 min sob leve
agitacdo; 2) lavagem com agua destilada sob agitacdo por 1 min, 3) pré-tratamento foi

realizado em solugdo de 4cido nitrico 0,2 mol.L" por 3 min, seguida de nova lavagem do



42

gel com agua destilada por 1 min, sob lenta agitagdo, 4) A impregnacdo do gel foi realizada
com solu¢do de nitrato de prata 0,2% por 20 min, seguida de duas lavagens de 30 s com
agua destilada sob leve agitacdo, 5) o gel foi imerso em solugdo de revelacdo contendo
carbonato de sodio 2,4% e formaldeido 37%, sendo utilizado metade da solugao reveladora
na primeira lavagem, até o inicio do aparecimento das bandas, 6) a placa com gel foi
transferida para uma segunda bandeja contendo o restante da solugdo e corado até o
aparecimento do padrao das bandas desejado, 7) uma nova lavagem do gel foi realizada
com 4cido acético 5% por 3 min. seguida de uma lavagem final com 4gua por 1 min, sob
agitacdo lenta. A placa com o gel corado foi colocada em posi¢do vertical até a secagem
em temperatura ambiente para posterior analise dos fragmentos e digitalizagdo em scanner
Epson GT-15000.

Anotacdo e analise dos dados de microssatélites: os locos que apresentaram
polimorfismo de facil interpretagdo foram selecionados para genotipagem dos 40 acessos
de melancia. A estimativa do tamanho em pares de base (pb) para cada alelo, para a
constru¢do do padrao alélico de cada germoplasma, foi obtida pelo método da mobilidade
inversa baseada em regressao de produtos de tamanho conhecido do marcador molecular
de 50bp da Fermentas (EUA).

Os microssatélites foram anotados para a presenca (1) versus auséncia (0) de alelos,
para construir uma matriz de similaridade do indice de Jaccard. O dendrograma com as
distancias dos acessos foi gerado pelo método de agrupamento UPGMA (Método de
Agrupamento ndo Ponderado com base na Média Aritmética). A avaliagdo do ajuste do
fenograma foi realizada pela correlacdo co-fenética, ou seja, a correlacdo entre as
distancias reais e as representadas graficamente. Para estas analises utilizou-se o aplicativo
computacional NTSY Spc versao: 2.1 (Rophlf, 2000).

Estimativas para frequéncia dos principais alelos, nimero de gendtipos, diversidade
do gene, heterozigosidade e conteido de informacdo polimérfica (PIC) para os
microssatélites utilizados, foram realizados com auxilio do programa PowerMarker (Liu &
Muse, 2005).

A andlise da varidancia de dados moleculares (AMOVA) foi realizada pela
decomposicdo total nas suas componentes, entre e dentro de populacdes (regides), por
meio das distadncias ao quadrado, conforme Excoffier et al. (1992), com o auxilio do macro
do excel GenAlex 6.2 (Peakall, & Smouse, 2006). A significancia dessas estimativas foi

obtida pelo método de randomizacao com 1.000 permutacdes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 36 pares de primers utilizados, apenas 13 apresentaram amplificagdes
polimorficas de facil interpretacao: MCPI_04, MCPI 05, MCPI 07, MCPI 09, MCPI 11,
MCPI 12, MCPI 14, MCPI 16, MCPI 21, MCPI 26, MCPI 29, MCPI 33 ¢ MCPI 39
(Figura 1). Joobeur et al. (2006), ao avaliarem a capacidade de detectar polimorfismo,
desses 36 primers, reportaram que todos eles foram polimorficos em oito acessos de
melancia, incluindo cinco acessos de C. lanatus var. lanatus ¢ trés de C. lanatus var.
citroides. Essa diminuicdo no nimero de SSR em detectar polimorfismo, pode ser devido
ao fato de que, no presente trabalho esses microssatélites foram avaliados quanto a
capacidade de detectar polimorfismo em acessos de melancia, todos pertencentes a
subespécie C. lanatus var. lanatus.

Foram detectados 41 alelos nos 13 microssatélites analisados, onde o numero de
alelos por loco variou de dois a seis, com média de 3,15 alelos por microssatélite, nos 40
acessos de melancia genotipados. A média descrita ¢ comparavel com resultados
reportados por Guerra-Sanz (2002), Joobeur et al. (2006) e Kwon et al. (2010).

O tamanho dos alelos variou de 359 pb no MCPI-09 a 965 pb no MCPI-39 (Tabela
2), diferente dos tamanhos reportados por Kwon et al. (2010), que utilizaram os mesmos
marcadores microssatélites, que variaram de 135 pb no MCPI-42 a 298 pb no MCPI-39.

Os valores de PIC, que refletem a diversidade alélica e taxa de freqiiéncia entre as
variedades, ndo foram uniformes para todos os locos microssatélites testados. A média do
PIC foi de 0,391, com o maior e menor valor observados nos locos MCPI 12 (0,683) e
MCPI 14 (0,186), respectivamente (Tabela 3). Kwon et al. (2010), na caracterizacao de 49
cultivares de melancia coreanas e norte-americanas, também reportaram o MCPI 12 como
0 loco com maior valor de PIC, ainda segundo os mesmos autores, o MCPI 14 foi
reportado como um dos mais polimoérficos, o que nao foi observado neste trabalho.

A média da heterozigosidade foi de 0,409, com o maior valor observado no
MCPI 04 (1,00) e o menor valor observado no MCPI 14 (0,200) (Tabela 3), indicando
que os microsatélites apresentaram grande poder de detec¢dao de variabilidade. O PIC e a
heterozigosidade representam a existéncia de variabilidade, pois cada individuo diploide
pode ter até dois alelos por loco (Weir, 1996), em que a variabilidade ¢ maior com a maior
freqiiéncia de heterozigotos e PIC, sendo os microssatélites que se enquadrem nessa

situagdo considerados como os mais indicados para estudos de diversidade (Ribeiro, 2011).
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A correlagdo entre a matriz de valores cofenéticos e a matriz das distdncias de
similaridade foi 0,80, o que indica que o dendrograma (Figura 2) apresentou um bom
ajuste nos agrupamentos dos acessos de melancia com os 41 alelos dos 13 locos
microssatélites analisados. A similaridade entre os acessos variou entre 37 e 96%,
refletindo a alta variabilidade genética das populagdes estudadas.

Os 41 alelos dos 13 locos microssatélites foram suficientes para separar todos os 40
acessos de melancia analisados. Os acessos BGCIA 297 ¢ o BGCIA 299, coletados em
Jacobina, BA, foram os que apresentaram maior similaridade (96%). Silva (2010)
diferenciou todos 187 acessos de melancia do BGCIA com 11 locos ISSR e 16 locos DAF,
enquanto Santos et al. (2010a) também diferenciaram todos 44 acessos de cebola com 13
locos de microssatélites. O mesmo foi reportado por Priolli et al. (2002) para 184
cultivares de soja com a aplicacao de apenas 12 marcadores SSR.

Foram observados agrupamentos especificos para as trés regides do Maranhao (Sao
Luis, Cod6 e Colinas), com os acessos destas regides posicionando-se de forma continua
no dendrograma e similaridade entre 61% e 94%. Nas demais regides, apesar de se ter
observado grande similaridade para alguns pares de individuos, ndo foram constatados
agrupamentos especificos por local de amostragem (Figura 2). Segundo Silva et al. (2006)
a selecdo praticada pelos agricultores tende a fixar tipos distintos em determinadas regides,

como foi observado nos acessos do Maranhdo, com o aparecimento de grupos especificos.

A estimativa da variacdo entre ecorregides foi de 0,319 (%), considerada alta,
sugerindo que a melancia possui fluxo restrito, menos que um migrante por gera¢ao (Nm =

0,533) (Tabela 3). Silva (2010) analisou a variabilidade genética do BGCIA, por meio de
marcadores DAF, e encontrou bsr = 0,263, corroborando os resultados obtidos com SSRs

no presente estudo. Resultados elevados para bor também foram reportados por Santos et
al. (2008), para umbuzeiro, e por Santos et al. (2010b), para pinhdo-manso. Dj¢ et al.
(2010) analisaram a variabilidade genética entre 80 individuos de quatro acessos de

melancia africana, por meio de marcadores ISSR, utilizando a AMOVA, encontraram

baixa variacdo entre acessos (&ST = 0,09), e alta dentre acessos (&ST = 0,91). Essa baixa
variabilidade entre acessos encontrada por Dj¢ et al. (2010) pode ser devido ao baixo
nimero de acessos analisados pelos autores.

Apesar de ser uma espécie aldgama, o fluxo génico entre as populagdes foi pequeno
e considerado restrito, provavelmente em consequéncia da antroponizagdo das dareas

estudadas. O cultivo da melancia, de modo tradicional, ocorre geralmente em dareas
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pequenas, onde o processo de endogamia ¢ favorecido e com isso a deriva genética pode
levar a maior divergéncia entre rogas de uma mesma regido (Queir6dz, 1993; Romao, 1995).
Dentro de uma mesma regido a selecdo artificial realizada pelos agricultores também
contribui para maior variagdo. Esses selecionam as proprias sementes para plantios futuros,
de acordo com critérios particulares (Silva, 2010; Queirdz, 2004). Para Romao (2000) a
forte troca de sementes entre os agricultores, com as rogas situando-se em muitos casos
bem préximas uma das outras, aliado ao fato de que a melancia ¢ uma planta alégama,
aumenta a possibilidade de recombinacao génica entre selecdes de diferentes agricultores,
0 que contribui para ampliar a variabilidade genética existente e poderia explicar a grande
variabilidade mesmo em amostras coletadas no mesmo local (Romao, 2000; Capeloto,
2004).

O conjunto dos resultados do dendrograma (Figura 2) e da AMOVA (Tabela 4)
indica que a variabilidade genética da melancia ndo estd uniformemente dispersa nas
regides analisadas, indicando que as barreiras geograficas ou as condi¢des edafoclimaticas
tém limitado o acasalamento. Resultados semelhantes foram reportados por Santos et al.
(2010b) para o pinhao manso.

Como destacado por Reis & Grattapaglia (2004), em espécies de comportamento
alégamo, como a melancia, é esperado que maior variabilidade seja encontrada dentro de

areas do que entre areas, o que pode ser comprovado com agrupamentos especificos de

individuos amostrados numa mesma regido e pelo alto valor do (éST) observado neste
trabalho.

Os resultados indicam que os acessos apresentam diferengas em razao da regido de
amostragem, que os individuos de uma dada regidao apresentam maior similaridade e que a
variabilidade genética da melancia ndo esta uniformemente distribuida por todas as regides
estudadas. Nesse cendrio, sugere-se a amostragem de um numero suficiente de
germoplasma-semente em maior nimero de individuos por regido para a preservagdo ex

situ da variabilidade genética da espécie. Esses dados estdo de acordo com a andlise de

varidncia molecular, que mostrou grande variacdo entre populacdes de melancia (%s7 =
0,319), o que indica que se deve coletar maior nimero de populagdes, para se ter maior

representatividade da diversidade da espécie.
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CONCLUSOES

1. Foram estabelecidos padroes alélicos e simililaridade genética baseados em marcadores
microssatélites para 40 acessos de melancia, com a similaridade variando de 37 a 96%.

2. Os locos que apresentaram maior conteido de informacdo polimérfica (PIC) e
heterozigosidade foram MCPI 04, MCPI 05, MCPI 11, MCPI 12 e MCPI 21, sendo
indicados para estudos de diversidade.

3. Os 41 alelos dos 13 locos microssatélites analisados foram suficientes para separar
todos os 40 acessos de melancia.

4. A variabilidade genética da melancia ndo estd uniformemente distribuida nas regides
analisadas.

5. A variabilidade genética da melancia entre regides ¢ alta, devendo-se amostrar um

maior numero de populagdes por regido para conservacgdo da espécie.
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Tabela 1. Regido de coleta dos acessos do BAG de Cucurbiticeas do Nordeste

genotipados com 13 locos SSR. Petrolina-PE, 2011.

Cddigo do BAG Local de coleta Cddigo do BAG Local de coleta
BGCIA 30 Xique-Xique —BA BGCIA 357 Lagoa Grande — PE
BGCIA 31 Xique-Xique —BA BGCIA 358 Lagoa Grande — PE
BGCIA 32 Xique-Xique -BA BGCIA 359 Lagoa Grande — PE
BGCIA 33 Xique-Xique -BA BGCIA 376 Lagoa Grande — PE
BGCIA 37 Xique-Xique -BA BGCIA 375 Lagoa Grande — PE
BGCIA 51 Itaguagu — BA BGCIA 416 Sao Luis - MA
BGCIA 52 Itaguacu — BA BGCIA 417 Sao Luis - MA
BGCIA 53 Itaguacu — BA BGCIA 419 Sao Luis - MA
BGCIA 54 Itaguacu — BA BGCIA 422 Sao Luis - MA
BGCIA 55 Itaguagu — BA BGCIA 424 Sao Luis — MA
BGCIA 127 Juazeiro — BA BGCIA 469 Colinas — MA
BGCIA 129 Juazeiro — BA BGCIA 470 Colinas — MA
BGCIA 130 Juazeiro — BA BGCIA 471 Colinas — MA
BGCIA 131 Juazeiro — BA BGCIA 472 Colinas — MA
BGCIA 134 Juazeiro — BA BGCIA 484 Colinas — MA
BGCIA 295 Jacobina — BA BGCIA 511 Codo - MA
BGCIA 296 Jacobina — BA BGCIA 525 Codo - MA
BGCIA 297 Jacobina — BA BGCIA 552 Cod6 — MA
BGCIA 298 Jacobina — BA BGCIA 554 Cod6 — MA
BGCIA 299 Jacobina — BA BGCIA 559 Cod6 — MA




Tabela 2. Padrao alélico, em pares de bases, estimado para 40 acessos do BAG de melancia, genotipados com treze marcadores

microssatélites. Petrolina-PE, 2011.

Cdd. do
BAG  MCPI 04 MCPI 05 MCPI 07 MCPI 09 MCPI 11 MCPI 12 MCPI 14 MCPI 16 MCPI 21 MCPI 26 MCPI 29 MCPI 33 MCPI 39

BGCIA 416 736/774 556/556  742/742  374/374  738/738  519/479 683/683 810/810 475/480 640/640 681/681 870/870  942/965
BGCIA 417 736/774  556/556  742/742  374/374  738/738 519/479 683/683  810/810 475/480 640/640 681/681 870/870  942/942
BGCIA 419 736/774  556/556  742/742  374/374 738/831 519/519 701/738 810/810 475/480 640/640 670/681 856/870  942/965
BGCIA 422 736/774  556/556  742/742  374/374  738/831 519/479 683/683  810/810 475/480 640/640 681/681 870/870  942/965
BGCIA 424 736/774  556/556  742/742  374/374  738/738 519/479 683/683  810/810  480/480 640/640 681/681 870/870  942/942
BGCIA 30 736/774 556/556  742/742  359/359  738/738  629/629 683/683  810/810 480/480 577/577 681/681 856/856  942/942
BGCIA 31  736/774 556/556  742/742  374/374 738/738 571/629  683/683  810/810 480/480 577/640 670/670 856/856  942/942
BGCIA 32  703/736  556/556  623/742  374/374  665/738 . 683/683  810/810  480/480 577/640  670/681  856/856  942/942
BGCIA 33 736/774 556/556  742/742  374/374 831/831 571/571 683/683  810/810 480/480 640/640 681/681  856/856  942/942
BGCIA 37  774/799  507/507  742/742  374/374 738/738  629/629  683/683  835/835 475/475 640/640 670/670  856/856  942/942

BGCIA 357 736/774 556/556  742/742  359/374  665/665 629/629  683/683  810/810 480/480 577/640 670/681 856/856  942/942
BGCIA 358 736/774 556/556  742/742  374/404 665/738 519/629  683/683  810/810 480/480 577/640 670/681 856/870  942/965
BGCIA 359 736/774 462/462  742/742  359/374  665/738  571/629  683/683  742/810  475/480 640/640 670/681  856/870  942/942
BGICA 376 736/774 462/579  742/742  404/404 831/831 571/571 683/683  742/810 475/480 640/640 670/670 856/856  942/942
BGCIA 375 736/774 556/556  742/742  359/404  831/831 571/571 683/683  810/810 480/480 640/640 670/670 856/856  942/942
BGCIA 127 736/774 556/556  742/742  374/374  738/831 519/629 683/683  810/810 480/480 577/640 670/681 856/870  942/942
BGCIA 129 736/774 462/462  742/742  374/374 665/665 629/629  683/683  742/742  475/475 . 670/670  856/856  942/942
BGCIA 130 736/774  556/556  742/742  359/374  665/665 629/629  683/683 810/810 475/480 640/640 670/670 856/870  942/942
BGCIA 131 736/774 507/556  742/742  374/374 665/665 629/629  683/683  810/835 480/480 640/640 670/670 856/870  942/942
BGCIA 134 736/774 462/556  742/742  374/374 665/665 571/629  683/683  742/810 475/480 640/640 670/670  856/856  965/965
BGCIA 295 736/774 481/481  742/742  374/374  738/738  571/571  683/683 469/742  480/480 577/640 681/681 856/856  942/942
BGCIA 296 736/774  507/556  742/742  359/374  665/738  571/595 683/683  810/835  480/500 577/640 670/681 856/856  942/965
BGCIA 297 736/774  481/556  742/742  359/374  665/665 571/629  683/701  742/810  480/500 577/640 670/681 856/870  942/942
BGCIA 298 736/774  462/481  742/742  359/374  665/738  595/595 683/683  742/810  480/500 577/577 670/681 856/870  942/942
BGCIA 299 736/774 481/556  742/742  359/374  665/665 571/629  683/701  742/810 480/500 577/640 670/681 856/870  942/965
BGCIA 51  736/774 556/556  742/742  359/374  665/831 571/629  683/683  810/810  480/500 577/577 670/670  856/870  942/942
BGCIA 52 736/774 556/556  742/742 374/374 665/831 571/571 683/683  742/810  480/480 577/577 670/681 856/856  942/942
BGCIA 53 736/774  556/556  742/742  359/359  831/831 571/571 683/683  810/810 . 577/577  670/670  870/870  942/942
BGCIA 54  736/774 556/556  742/742  374/374  738/831 629/629 683/683  810/810 480/480 577/577 670/670  856/870  942/942
BGCIA 55  736/774 556/556  623/742  374/374  738/831 595/595 683/683  810/810 480/480 577/640 670/670  856/870  942/942
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BGCIA 511
BGCIA 525
BGCIA 552
BGCIA 554
BGCIA 559
BGCIA 469
BGCIA 470
BGCIA 471
BGCIA 472
BGCIA 484

736/774
736/774
736/774
736/774
736/774
736/774
774/799
774/799
774/799
736/774

462/556
481/556
556/556
556/556
556/556
556/556
556/556
462/462
462/481
462/556

623/742
623/742
623/742
623/742
623/742
623/742
623/623
623/623
623/742
623/742

374/374
359/374
374/374
374/374
374/374
374/374
374/374
374/374
374/374
374/374

738/738
738/738
738/738
738/738
738/738
738/831
738/738
738/738
738/831
738/831

519/571
519/571
519/519
519/519
519/519
519/519
519/571
519/519
519/519
519/519

683/701
683/701
683/701
683/683
683/683
683/683
683/701
683/683
683/683
683/701

742/810

742/810
810/810
742/810
810/810
810/810
469/742
742/810
742/810

475/480
475/480
475/480
475/480
475/480
475/480
475/480

577/640
577/640
577/640
640/640
640/640
577/640
577/640
640/640
640/640
640/640

670/681
670/681
670/681
670/681
670/681
670/681
670/670
670/670
670/681
670/681

870/870
870/870
870/870
870/899
870/870
870/870
870/870
870/870
856/870
856/870

942/942
942/965
942/965
942/965
942/965
965/965
942/965
942/942
942/965
942/965
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Tabela 3. Parametros genéticos estimados para 13 microssatélites em 40 acessos de melancia.

Petrolina-PE, 2011.

SSR Maior f’re.quéncia N"’. Fle . I\.I‘)’de Numero DiveArsjdade Hererozigosidade PIC
alélica gendtipos  individuos de alelos génica
MCPI 04 0,488 3,000 40,000 4,000 0,557 1,000 0,459
MCPI_05 0,700 9,000 40,000 5,000 0,477 0,275 0,445
MCPI 07 0,825 3,000 40,000 2,000 0,289 0,250 0,247
MCPI 09 0,775 6,000 40,000 3,000 0,366 0,275 0,326
MCPI 11 0,513 6,000 40,000 3,000 0,618 0,375 0,548
MCPI 12 0,321 9,000 40,000 5,000 0,731 0,410 0,683
MCPI 14 0,888 3,000 40,000 3,000 0,202 0,200 0,186
MCPI 16 0,718 6,000 40,000 4,000 0,439 0,410 0,392
MCPI 21 0,667 4,000 40,000 3,000 0,481 0,556 0,414
MCPI 26 0,654 3,000 40,000 2,000 0,453 0,385 0,350
MCPI 29 0,588 3,000 40,000 2,000 0,485 0,475 0,367
MCPI 33 0,500 4,000 40,000 3,000 0,512 0,375 0,393
MCPI 39 0,788 3,000 40,000 2,000 0,335 0,325 0,279

Média 0,648 4,769 40,000 3,154 0,457 0,409 0,391
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Tabela 4. Analise de variancia molecular (AMOVA) em 40 acessos de oito regides do banco

de germoplasma de melancia. Petrolina-PE, 2011.

Fonte de variagdo GL SQ QM  Total da variagdo  Estatistica @ p! Nm
Entre regides 7 99,850 14,264 32% bsr = 0,319 < 0,001 0,534
Dentro regides 32 136,600 4,269 68% 1951 =0,681 < 0,001 -

Total 39 236,450 - 100% - -
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Figura 1. Padrdo de bandas para 13 locos microssatélites avaliados em 40 acessos de melancia: 1 = BGCIA 416,
2 =BGCIA 417, 3 = BGCIA 419, 4 = BGCIA 422, 5 = BGCIA 424, 6 = BGCIA 30, 7= BGCIA 31, 8 = BGCIA
32,9 =BGCIA 33,10 = BGCIA 37, 11 = BGCIA 357, 12 = BGCIA 358, 13 = BGCIA 359, 14 = BGCIA 376, 15
=BGCIA 375, 16 = BGCIA 127, 17 = BGCIA 129, 18 = BGCIA 130, 19 = BGCIA 131, 20 = BGCIA 134, 21 =
BGCIA 295, 22 = BGCIA 296, 23 = BGCIA 297, 24 = BGCIA 298, 25 = BGCIA 299, 26 = BGCIA 51,
27=BGCIA 52, 28=BGCIA 53, 29=BGCIA 54, 30=BGCIA 55, 31=BGCIA 511, 32=BGCIA 525, 33=BGCIA
552, 34=BGCIA 554, 35=BGCIA 559, 36=BGCIA 469, 37=BGCIA 470, 38=BGCIA 471, 39=BGCIA 472,
40=BGCIA 484. Petrolina-PE, 2011.
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Figura 2. Dendrograma UPGMA do coeficiente de similaridade de Jaccard de 40 acessos
de melancia genotipados para 41 alelos de 13 locos microssatélites. Correlacao cofenética
(r) = 0,80. Petrolina-PE, 2011. SL = Sao Luis, XX = Xique Xique, LG = Lagoa Grande, IT
= Itaguacu, JU = Juazeiro, JA = Jacobina, CD = Cod6, COL = Colinas.
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CONCLUSOES GERAIS

O Banco de Germoplasma de Melancia (BGCIA), estabelecido desde a década de
80 com prospecc¢do e coleta em diversos municipios do Semiarido, possui atualmente 943
acessos, incluindo algumas amostras de cultivares comerciais, amostras da agricultura
tradicional e alguns parentes silvestres da melancia, como C. lanatus var. citroides e C.
colocynthis. O BGCIA tem sido estudado tanto morfologicamente, como molecularmente,
com marcadores RAPD, DAF e ISSR. Todos os estudos tém demonstrado a existéncia de
variabilidade expressas em coeficientes de similaridades. Até entdo amostras do BGCIA
ndo haviam sido analisadas com marcadores microssatélites, que, devido a sua
codominancia e repetibilidade, sdo mais apropriados para estudos de variabilidade genética
de espécies vegetais.

O agronegdcio da melancia € um dos mais importantes entre as hortali¢as no Brasil,
sendo também uma importante atividade para o Nordeste brasileiro, principalmente para os
pequenos agricultores da regido. As principais cultivares comercializadas na regido foram
desenvolvidas fora do pais e apresentam, em algumas situagdes, susceptibilidade a
doengas, como o oidio. Recentemente, com base nas caracterizagdes realizadas no BGCIA,
foram desenvolvidas trés novas cultivares: BRS Opara, BRS Soleil ¢ BRS Kuarah. No
processo de protecdo de cultivares, segundo normas internacionais, ¢ importante que as
cultivares possam ser distinguidas de outras existentes. A protecdo de cultivares de
melancia toma como referéncia a aplicacdo de descritores morfolégicos, que devido a
interacdo do ambiente podem apresentar limitagdes. Os marcadores moleculares podem
auxiliar na protecdo de cultivares, devido a sua nao interacdo com o ambiente. Apesar
dessa superioridade, até entdo, ndo haviam sido realizados estudos para o estabelecimento
de perfis alélicos das cultivares estrangeiras, bem como das recentemente, desenvolvidas
pela pesquisa agropecuaria brasileira.

No presente trabalho foi estabelecido padrdes alélicos e estimativas das distancias
genéticas para 17 cultivares comerciais de melancia e foi analisado a variabilidade genética
de 40 acessos do BGCIA, oriundos de oito regides do Nordeste, por intermédio de
marcadores moleculares SSR, de forma a gerar um banco de dados de referéncia e apoio a
protecao de cultivares e eventuais disputas comerciais, bem como subsidiar estratégias de
preservacao e utilizagdo da variabilidade genética da espécie.

No capitulo I os principais resultados foram:
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1. Estabelecimento de padrdes alélicos e estimativas das distancias genéticas baseados em
marcador microssatélite para 17 cultivares de melancia, com a similaridade variando entre
34 e 100%.

2. Formacao de trés grupos no dendrograma com os genotipos analisados, no ponto de
corte de 42% de similaridade, sendo um dos grupos formado predominantemente por
cultivares derivadas de “Crimson Sweet” e outro grupo com cultivares de diferentes tipos,
como “Sugar Baby”, “Charleston Gray” e “Pérola”.

3. Identificagdo de que os 32 alelos dos 10 locos analisados ndo foram suficientes para
distinguir as cultivares “Sugar Baby” e “Omaru Yamato”, “Charleston Gray” e
“Sunshade”, “Crimson Sweet” € “Nova Crimson”.

4. Indicagao dos locos SSR MCPI 04, MCPI 05 e MCPI 16 para estudos de diversidade e
“fingerprinting” em melancia.

O padrao alélico e as estimativas de pares de bases para os 32 alelos nos dez locos
microssatélites, revelados neste capitulo, sdo um primeiro esfor¢co para o emprego de
marcadores microssatélites em situacdes de protecao de cultivares para o agronegocio da
melancia no Brasil, podendo também ser utilizado em situa¢des de disputas comerciais
referentes a certificacdo ou ndo das principais cultivares de melancia usadas no pais.

No capitulo II foi analisado a variabilidade genética de 40 acessos do BGCIA,
coletados em oito regides, com os principais resultados:

1. Estabelecimento dos padrdes alélicos e simililaridade genética baseados em marcadores
microssatélites para 40 acessos de melancia, com a similaridade variando de 37 a 96%.

2. Identificacdo dos locos SSR MCPI 04, MCPI 05, MCPI 11, MCPI 12 e MCPI 21
como os mais indicados para estudos de diversidade, tendo sido capazes de separar todos
os 40 acessos de melancia.

3. Identificagdo de grande variagdo entre populacdes de melancia (Osr = 0,319), o que
indica que a variabilidade genética da melancia ndo estd uniformemente distribuida nas
regides analisadas, sendo sugerido a amostragem de um numero suficiente de
germoplasma-semente em maior niamero de regides, para a preservagdo ex situ da
variabilidade genética da espécie.

Os resultados obtidos com microssatélites sdo mais significativos e confiaveis, pois
sdo marcadores multialélicos, altamente reprodutiveis, com ampla resolu¢do e ndo sdo
influenciados pelo ambiente, podendo ser aplicados em qualquer fase do desenvolvimento
da planta, sendo esperada maior contribuicdo para o melhoramento e manejo de recursos

genéticos como presente estudo com microssatélites para a melancia.
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Apesar da dificuldade para se encontrar polimorfismo tanto nas populagdes das oito
regides, como nas 17 cultivares, realgado pelo fato de que apenas 13 e 10 locos SSR entre
36 testados, respectivamente, foram polimorficos, os resultados obtidos indicam a
existéncia de grande variabilidade nos dois estudos realizados:

1. Nas oito populagdes o parametro @st = 0,319 indica ampla variabilidade genética
da melancia e a estruturagdo em subpopulacdes. O nordeste brasileiro ¢ considerado
como centro secundario da variabilidade da melancia, devido provavelmente, as
selegdes praticadas pelos agricultores e a presenga de barreiras, limitando o fluxo
génico entre essas subpopulacdes. A introdugdo e os sucessivos ciclos de plantio e
selecdo, desde o periodo da escravatura, pode também ter contribuido para a
variabilidade identificada nesse trabalho.

2. Entre as 17 cultivares analisadas a similaridade encontrada variou de 34 a 100%, o
que indica também alta variabilidade genética para as cultivares de melancia
analisadas.

Outros estudos sdo necessarios visando a aplicacao de novos ‘primers’ SSR para a
espécie para dar suporte as atividades de distingdo de cultivares, pois algumas cultivares
ndo puderam ser distinguidas no presente estudo. Também ¢ imprescindivel o
desenvolvimento de novos ‘primers’ SSR para a melancia, uma vez que o numero desse
tipo de marcadores ainda ¢ muito restrito para a espécie.

Faz-se também necessario explicar as diferencas nos tamanhos dos alelos SSRs

obtidos no presente estudo, em compara¢ao com outros.
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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram analisar a variabilidade genética entre 40 acessos do
Banco de Germoplasma de Melancia da Embrapa Semiarido, oriundos de oito regides do
Nordeste brasileiro e entre 17 cultivares comerciais de melancia, com base em marcadores
microsatélites. A genotipagem foi feita com 10 e 13 locos microssatélites, nas cultivares e
nos acessos, respectivamente. O DNA total foi extraido pelo método CTAB 2x e os
produtos de PCR foram analisados em géis de poliacrilamida desnaturante 6% e corados
com nitrato de prata. Para visualiza¢ao da similaridade genética, utilizou-se o dendrograma
UPGMA gerado da matriz de distancias do coeficiente de Jaccard, com base nos dados
moleculares obtidos. O ntimero de pares de bases foi estimado pelo método da mobilidade
inversa, com base em regressdo de produtos de tamanho conhecido. Entre os acessos foi
feita analise molecular de variancia pela decomposigao total entre e dentro das regides. As
cultivares apresentaram coeficiente de similaridade entre 34 e 100%, os dendrogramas
apresentaram valor co-fenético de 0,86 e 0,80. Nao foi possivel distinguir todas as
cultivares. Entretanto, foi possivel distinguir todos os acessos, onde a variabilidade

genética entre populacdes foi considerada alta (¢ST =0,319). Agrupamentos especificos
foram observados em trés regides. Os resultados indicam que a variabilidade genética da
melancia ndo esta uniformemente distribuida nas regides analisadas. Os dados revelados
neste trabalho, sdo um primeiro esfor¢o para o emprego de marcadores microssatélites na
protecao de cultivares, podendo subsidiar estratégias coleta, preservacao e utilizagcdo da
variabilidade genética da espécie.

Palavras-chave: Citrullus lanatus. SSR. Divergéncia. Dendrogramas. AMOVA
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ABSTRACT

The objectives of this work were to analyze the genetic variability among 40 accessions of
Watermelon Germplasm Bank of Embrapa Semiarid, from eight regions of northeast Brazil
and among 17 cultivars of watermelon based on microsatellite marker. Genotyping was
done with 10 and 13 microsatellite loci in cultivars and accessions, respectively. The total
DNA was extracted by the CTAB 2x method, and PCR products were analyzed in
denaturing polyacrylamide 6% gels, stained with silver nitrate. For visualization of the
genetic similarity, the dendrogram UPGMA generated by the matrix of distances of the
coefficient of Jacquard. The number of base pairs was estimated by the method of inverse
mobility, based on regression of products of known size. Accessions molecular analysis
was done by decomposing total variance among and within regions. The cultivars
presented similarity coefficient between 34 and 100%. The dendrograms presented co-
phenetic value of 0.86 and 0,80. It was not possible to distinguish all cultivars. However it
was possible to distinguish all accessions, where the genetic variability among populations

was high (¢ST =0,319). Specific clusters were observed in three regions. These results
indicate that the genetic variability of watermelon is not uniformly distributed in the
analyzed regions. The data revealed in this study are a first effort for the use of
microsatellite markers in the protection of plant varieties. It will serve as a basis for
developing strategies collection, preservation and use of genetic variability.

Keywords: Citrullus lanatus, SSR. Divergence. Dendrogram. AMOVA.



