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RESUMO

A melancia (Citrullus lanatus) é bastante apreciada no mundo, possivelmente, pelo seu
sabor adocicado, facil consumo etc. Contudo, 0 mercado tem requerido gendétipos com
novas caracteristicas de planta e fruto, a exemplo da reducdo no tamanho dos frutos,
fazendo-se pensar em um seguimento paralelo a redugéo desses frutos, o da reducéo do
tamanho das sementes nesses novos genotipos comerciais, mas a demanda por esses
novos genotipos é de maneira rapida o que dificulta a obtencdo, por meio dos métodos de
melhoramento classico, desse modo a selecao assistida por marcadores moleculares pode
ser utilizada em consonancia com esses métodos buscando acelerar a obtencdo de novos
gendtipos. Diante ao exposto, os objetivos do presente trabalho foram disponibilizar
informacdes sobre a heranca do comprimento de semente; estimar parametros genéticos,
as correlacBes e os efeitos diretos e indiretos de caracteristicas morfoagrénomicas de
melancia, além disso testar a transferibilidade de primers SSR de melédo para a cultura da
melancia; e a possivel identificacdo de QTL utilizando primers SSR proprios para a
cultura da melancia. Essas informacbes serdo Uteis para subsidiar os programas de
melhoramento da espécie no desenvolvimento de novos gendtipos. Foram fenotipadas as
populagdes: P1, P2, F1, F2, RC1 e RCy, buscando estudar a heranga do comprimento de
semente, bem como foram empregados descritores de frutos para se estimar parametros
genéticos, correlagbes e a analise de trilha; além da fenotipagem foi realizada a
genotipagem das populagdes P1, P2, F1, F2 para a possivel identificacdo de QTL para o
comprimento da semente; e a genotipagem de seis materiais armazenados no banco ativo
de germoplasma de melancia, buscando testar a transferibilidade de primers de meldo. Os
resultados do estudo de heranca para o comprimento de semente evidenciaram que, 0
caréter é controlado por um gene com dois alelos exibindo dominéncia incompleta, porém
esse comportamento pode variar a depender da populacéo estudada, além disso a selecéo
de individuos superiores pode ser realizada com base no fenotipo; com base nos
parametros genéticos foi possivel observar que, a maioria das caracteristicas tiveram
maior contribui¢ao genotipica na expressao fenotipica, além disso as altas herdabilidades
evidenciaram maiores chances de sucesso com a selecédo, as correlagdes indicaram que
para a melhoria do tamanho da semente podem ser utilizadas, como variaveis resposta, 0
comprimento ou a largura da semente, enquanto que analise de trilha evidenciou a
melhoria do tamanho de semente com base no tipo de listras do fruto; das 31 sequéncias
de primers SSR de meldo testados para melancia foi possivel observar que, 100% das
sequéncias amplificaram para melancia indicando a possibilidade de uso dessas
sequéncias nos programas de melhoramento para melancia em estudos de diversidade,
possivelmente, na confirmacao de paternidade etc. Dos 159 iniciadores SSR de melancia
utilizados no estudo de QTL, apenas 0 MCPI-12 foi associado ao carater, porém antes da
exploracdo dessa sequéncia nos programas de melhoramento é necessario realizar a
validacao desse marcador em outras populacdes.

Palavras-chave: Cucurbitaceae, Controle genético, MAS, Melhoramento genético.



ABTRACT

Watermelon (Citrullus lanatus) is quite appreciated in the world, possibly for its sweet
taste, easy consumption etc. However, the market has required genotypes with new
characteristics of plant and fruit, such as the reduction in fruit size, making it possible to
think of a parallel follow-up to the reduction of these fruits, the reduction of the size of
seeds in these new commercial genotypes, the demand for these new genotypes is fast,
which makes it difficult to obtain, by means of classical breeding methods, so the
selection assisted by molecular markers can be used in line with these methods, seeking
to speed up the obtainment of new genotypes. In view of the above, the objectives of the
present study were to provide information on the seed length inheritance; estimate genetic
parameters, correlations and direct and indirect effects of watermelon morpho-agronomic
characteristics, in addition to testing the transferability of melon SSR primers to
watermelon culture; and the possible identification of QTL using SSR primers suitable
for the cultivation of watermelon. This information will be useful to subsidize the
breeding programs of the species in the development of new genotypes. The populations
were phenotyped: P1, P2, F1, F2, RC1 and RC2, seeking to study the seed length
inheritance, as well as fruit descriptors were used to estimate genetic parameters,
correlations and trail analysis; in addition to the phenotyping, genotyping of the P1, P2,
F1, F2 populations was carried out, for the possible identification of QTL for the seed
length; and the genotyping of six materials stored in the active watermelon germplasm
bank, seeking to test the transferability of melon primers. The results of the inheritance
study for the seed length showed that the character is controlled by a gene with two alleles
exhibiting incomplete dominance, however this behavior can vary depending on the
population studied, in addition the selection of superior individuals can be carried out
with based on the phenotype; based on the genetic parameters it was possible to observe
that, most of the characteristics had a greater genotypic contribution in the phenotypic
expression, in addition the high heritabilities evidenced greater chances of success with
the selection, the correlations indicated that for the improvement of the seed size they can
be used , as response variables, the length or width of the seed, while trail analysis showed
an improvement in the seed size based on the type of fruit stripes; of the 31 sequences of
melon SSR primers tested for watermelon, it was possible to observe that 100% of the
sequences amplified for watermelon indicating the possibility of using these sequences in
watermelon breeding programs in diversity studies, possibly in confirming paternity etc.
Of the 159 SSR watermelon primers used in the QTL study, only MCPI-12 was associated
with the character, however, before the exploration of this sequence in breeding programs,
it is necessary to validate this marker in other populations.

Keywords: Cucurbitaceae, Genetic control, SAM, Genetic improvement.
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1. Introduc¢ao Geral

A melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai] ¢ originaria da Africa,
e foi introduzida no Brasil, primeiramente, pelos escravos africanos tornando-se uma
Cucurbitacea de grande importancia econdmica, sendo cultivada em varios paises do
mundo, incluindo o Brasil, onde no ano de 2019, a area plantada foi de 100.117 hectares
com uma producdo total em torno de 2.278.186 toneladas de frutos (IBGE, 2020). Uma
das caracteristicas de importancia da cultura ¢ a sua capacidade de gerar empregos no
campo, devido a demanda de grande quantidade de mao de obra para realizacao dos tratos

culturais (BINDA, 2013).

Toda essa producao ¢ consequéncia do mercado brasileiro de comercializacao dos
frutos da melancia. Adicionalmente, parte da producdo pode ser destinados a exportagao,
sendo preferido frutos sem sementes, ¢ devido ao mercado interno onde a preferéncia ¢é
por frutos com sementes e de maior tamanho, o que garante lugar de destaque para o
cultivar ‘Crimson Sweet’ e tipos semelhantes (SOUZA, 2008). Para os produtores,
gendtipos resistentes ou tolerantes a diferentes patdgenos recebem uma maior aceitagao,
enquanto que para os consumidores genotipos com caracteristicas relacionadas a
aparéncia e propriedades nutricionais da fruta sdo mais atraentes, o que implica em dizer
que os programas de melhoramento genético da espécie devem levar em consideracdo
esses atributos (QUEIROZ et al., 1999), podendo ser citado a redugdo do tamanho do
fruto nos gendtipos comerciais, esses por sua vez destinados a familias pouco numerosas
(SOUZA et al., 2004).

Considerando a vertente da redugao no tamanho dos frutos, ¢ de grande relevancia
pensar em um novo segmento destinado a redu¢ao do tamanho das sementes nesses novos
gendtipos, 0 que garantiria maior aproveitamento da polpa, bem como a complementagdo
nutricional, desde que essas sementes sejam facilmente consumidas junto da polpa, visto
que sdo ricas em proteinas, carboidratos, fibras, minerais etc. (SOUZA et al., 2019), e sao
fontes de albumina, acido aspartico, glutamico e serina (BISWAS et al., 2016), compostos
que ajudam no bom funcionamento do organismo.

Vale lembrar que, antes de se explorar uma cultura dentro do programa de
melhoramento, ¢ de grande importancia o conhecimento do sistema reprodutivo da
espécie, sendo a melancia uma espécie alégama com plantas monoicas ou andromonoicas
(DIAS et al., 2010). Outra caracteristica de extrema importancia é o conhecimento do

controle genético do carater de interesse, que estimado com base nos parametros
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genéticos, possibilitam concluir a respeito do padrdo predominante da segregacdo, ou
seja, se controlada por poucos ou muitos genes € com isso determinar qual a melhor
estratégia de melhoramento a ser adotada até se chegar ao geno6tipo melhorado (LIU,
1997). Quando o carater em questdo ¢ controlado por um ou dois genes, métodos de
melhoramento mais simples, a exemplo da sele¢do massal, sdo eficazes. Contudo, quando
controlado por varios genes, a analise de correlagdes, que busca melhorar um carater de
interesse de baixa herdabilidade com base em outro de alta herdabilidade, pode ser
utilizada. Entre tanto, ¢ mais indicada a exploragdo da andlise de trilha, pois além dessa
associacdo obtém-se informagdes do comportamento das demais caracteristicas quando
se utiliza uma buscando melhorar a outra. Porém, mesmo com as informagdes sobre a
heranga do carater em questao, bem como do comportamento das demais quando se
utiliza o melhoramento indireto, as fases do melhoramento até alcangar o objetivo final
tornam o processo laborioso, e o principal entrave ¢ o largo espaco de tempo até alcance
do genotipo melhorado, o que exige um investimento financeiro a longo prazo e mao de
obra qualificada (CAIXETA e BOREM, 2016).

Considerando as etapas laboriosas do melhoramento até chegar ao objetivo final,
a utilizacdo de métodos classicos de melhoramento, individuais ou combinados,
associados a Sele¢do Assistida por Marcadores moleculares (MAS), pode reduzir o
espago de tempo até se obter o genodtipo melhorado, e assegurar maiores chances de
sucesso, por se tratar a SAM de um estudo a nivel de DNA, e ndo existir a influéncia do
ambiente sobre os resultados (TOPPA e JADOSKI, 2013), isso possibilita o
desenvolvimento de novos genotipos de melancia, com caracteristicas desejaveis, de
maneira mais rapida. Porém, vale lembrar que a SAM nao vem para substituir os métodos
classicos, uma vez que sdo empregados na recombinagdo de individuos contrastantes,
com o objetivo de identificar dentro das populagdes segregantes, individuos promissores
com o maior nimero de caracteristicas desejaveis para a cultura (MELO, 1987).

Para identificar antecipadamente individuos de interesse para um programa de
melhoramento, a utilizagdo de marcadores moleculares se apresenta como uma
ferramenta auxiliar util, visto que os oligonucleotideos sdao desenvolvidos a partir de
definidas caracteristicas de DNA, que podem diferir em dois ou mais grupos os individuos
avaliados, e que sdo herdadas geneticamente pela sua descendéncia (CAIXETA et al.,
2016). Entretanto, devido ao elevado custo para construcdo, manutengdo e
enriquecimento de bibliotecas gendmicas de algumas espécies vegetais, bem como a

aquisi¢ao de equipamentos especificos para realizagdo do procedimento, a técnica da
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transferibilidade pode ser empregada (BOREM e CAIXATA, 2016). A transferibilidade
consiste em testar a amplificacdo, buscando aproveitar, de oligonucleotideos entre
espécies aparentadas, uma vez obtido éxito na transferibilidade as sequéncias podem ser
exploradas para os mais variados estudos, seja estimar diversidade entre genoétipos,
confirmagdo da pureza em lotes de sementes, ou até mesmo associagdo destas sequéncias
com caracteristicas morfologicas de interesse para a cultura.

Quando ocorre associacao de um marcador molecular a um carater morfologico,
existe a possibilidade de selecdao de individuos de interesse, ainda, na fase juvenil, essa
associacdo ¢ denominada de Quantitative Trait Loci (QTL). Quando se utiliza marcadores
SSR, a identifica¢ao da possivel associagdo ao gene de interesse ¢ realizada por meio do
mapeamento, a partir da posi¢do das bandas em cada regido no gel. Para a melancia a
maioria desses estudos sdo realizados para resisténcia dos gendtipos a patdogenos.

Diante ao exposto, os objetivos do presente trabalho foram disponibilizar
informacgoes sobre a heranga do comprimento de semente; estimar parametros genéticos,
as correlagdes e os efeitos diretos e indiretos de caracteristicas morfoagronomicas de
melancia, além disso testar a transferibilidade de primers SSR de melao para a cultura da
melancia; e a possivel identificagdo de QTL utilizando primers SSR proprios para a
cultura da melancia, porém utilizados para se estimar diversidade genética, buscando
disponibilizar informagdes relevantes para subsidiar os programas de melhoramento

genético da espécie no desenvolvimento de novos genotipos.

1.1 Classificacio botanica e aspectos morfologicos da melancia

A familia Cucurbitaceae € dividida em duas subfamilias: a Cucurbitoideae e a
Zanonioidea que, juntas, representam 120 géneros e 820 espécies, sendo as mesmas
distribuidas nas mais diferentes regides tropicais e subtropicais do mundo, tendo a
maioria das espécies constituintes da subfamilia das Cucurbitoideae (JOSBT et al.,
SILVA, 2004). Do total de representantes da familia Cucurbitaceae, s6 no Brasil, foram
identificados 30 géneros e 200 espécies (BARROSO, 1978). Desses, 30 espécies e 9
géneros sdo destinos ao cultivo, incluindo jerimuns (Cucurbita spp.), pepino e meldo
(Cucumis spp.) e melancia (Citrullus spp.) (ESQUINAS-ALCAZAR e GULICK, 1983;
SILVA, 2004).

O género Citrullus, é constituido por quatro espécies diploides (2n=22): C.

colocynthis (L.) Schard; C. erirrhosus Cogn, C. rehmmi Winter, e C. lanatus Mansf.;
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(WHITAKER e BEMIS, 1976). Os representantes dessa Ultima espécie sdo classificados
como plantas de caules rastejantes, angulosos em forma de zigue-zague, com
ramificacdes longas que podem alcancar de 3 a 5 metros de comprimento; os caules sdo
flexiveis e cilindricos, com estrias em forma de sulco no sentido longitudinal, cobertos
por fina pilosidade, apresentam gavinhas emitidas na base das axilas de todas as folhas.
As folhas da melancieira sdo mais macias nas pontas, porém mais asperas na base
proveniente de uma pilosidade curta e resistente, além disso, as folhas apresentam I6bulos
variando de intensidade a depender da cultivar (CARVALHO 2016).

Quanto as flores da melancieira, elas surgem unicamente na base axial da folha,
de forma aleatoria, ou seja, nem todas as folhas terdo uma flor e nem em todas as bases
axiais apresentam flores (CARVALHO 2016). Ainda com base nesses mesmos autores,
as flores da melancieira sdo de cor amarelada, pequenas e compostas por cinco pétalas
lembrando uma corola. Entretanto, as flores masculinas (Figura 1a) s&o solitarias, nascem
de forma aleatdria ao longo dos ramos ou caules na base axial da folha enquanto que, as
flores femininas (Figura 1a) s@o caracterizadas por apresentarem em sua base um ovario
minusculo semelhante a um embrido do préprio fruto da melancia.

Considerando o tipo de reproducdo da melancia, a mesma é classificada como
espécie alégama com 95% de taxa de polinizacdo cruzada e 5% de autofecundacao
(FEIRRERA et al., 2006), porém a melancia é uma cultura que sofre muito pouco com a
depreciagdo das caracteristicas morfoagrénomicas, por decorréncia do processo de
endogamia, possivelmente, por se apresentar como uma espécie de reproducdo mista. As
plantas podem ser monoicas (Figura 1a) quando, na mesma planta, é possivel observar
flores femininas e masculinas, ou andromonoica, quando as plantas emitem flores
masculinas e hermafroditas (Figura 1b). Na melancia, plantas andromonoicas aparecem

em apenas 5% das variedades comerciais (DIAS et al., 2010).
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Fotos: Nascimento, T. L. do. 2017.

Figura 1. Tipos de plantas quanto a expressao sexual (‘a’ monoica ¢ ‘b’ andromonoica)

em melancia (Citrullus lanatus)

1.2 Importancia socioeconémica da melancia

A melancia ¢ uma cucurbitidcea de grande importancia econdmica, € por esse motivo
vem sendo cultivada em varios paises do mundo. Por exemplo, no Brasil, em 2019, a area
plantada foi de 100.117 hectares e a producao total ficou em torno de 2.278.186 toneladas
de frutos (IBGE, 2020). Outro atributo que caracteriza a importancia dessa cultura ¢ a sua
capacidade de gerar empregos no campo, devido a demanda da grande quantidade de mao
de obra para realizacdo dos tratos culturais (PEDROSA, 1997). Além disso, por ser uma
olericola de alto valor nutricional, sabor refrescante e apresentar propriedades
nutricionais associadas ao baixo teor calérico a melancia ¢ bastante apreciada em
diferentes partes do mundo, sobretudo nas regides tropicais e subtropicais, fazendo-a uma
excelente alternativa para os adeptos dos mais variados regimes alimentares (GAMA e

VIZA, 2008).

Essas propriedades, associadas a excelente adaptagdo da cultura as condicdes
edafoclimaticas do pais, fazem do Brasil um dos quatro maiores produtores e
exportadores dessa olericola, onde o mercado de comercializagdo destinado a exportagao,
tem preferido frutos sem sementes e para o mercado interno, a preferéncia € por frutos de
maior tamanho, o que garante lugar de destaque para as cultivares “Crimson Sweet” e
tipos semelhantes (SOUZA, 2008). Contudo, os frutos sem sementes sao oriundos do
cruzamento entre plantas triploides e tetraploides, ambas apresentando dificuldade de

germinagdo em condi¢des de campo, o que exige estruturas apropriadas para a producao
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dessas mudas, o que dificulta a producdo desses frutos (ARAGAO et al., 2006). Além
disso, existem outros atributos que elevam o preco de mercado desses frutos, a exemplo
da dificuldade de identificar plantas totalmente tetraploides (NASCIMENTO et al., 2018)
o que contribui ainda mais para elevar o custo das sementes desses genotipos, € como

consequéncia, o prego de mercado desses frutos.

No entanto, um novo segmento de mercado para gendtipos com tamanho de sementes
reduzidas pode ser uma alternativa viavel. Inicialmente, esses genotipos podem ganhar
espacgo no mercado interno, desde que essas sementes sejam facilmente consumidas junto
da polpa. Além disso, outro beneficio ¢ a amplia¢ao das propriedades nutracéuticas, uma
vez que, essas sementes sdo ricas em proteinas, carboidratos, fibras, minerais (SOUZA et
al., 2019), bem como s3o fontes de albumina, acido aspartico, glutdmico e serina

(BISWAS et al. 2016), compostos que ajudam no bom funcionamento do organismo.

No que diz respeito aos frutos de maior tamanho, estes sao destinados ao mercado
interno na venda em fatias e no abastecimento de grandes redes de supermercados e
hotéis. Porém, a falta de gendtipos com frutos de menor tamanho representa uma
problematica para as familias brasileiras atuais, pois sdo familias caracterizadas por
apresentarem poucos integrantes. Com isso o desenvolvimento de novos gendtipos de
melancia com tamanho de fruto reduzido pode atender a essas pequenas familias, visto
que frutos de menor tamanho facilitam o transporte, o acondicionamento e o consumo de

uma so vez (SOUZA et al., 2004).

1.3 Melhoramento genético da melancia

Durante o desenvolvimento de um novo gendtipo, programas de melhoramento
genético para melancia devem levar em consideracdo caracteristicas relacionadas a
aparéncia e propriedades nutricionais da fruta, por serem mais atraentes aos
consumidores, enquanto que para os produtores, genotipos resistentes ou tolerantes a
diferentes patogenos se revestem de maior importancia (QUEIROZ et al., 1999) visto que
diversas doengas atacam a cultura da melancia causando prejuizos aos produtores. As
mais conhecidas sdo: Antracnose (Colletotrichum orbiculare), fusariose (Fusarium
oxysporum f.sp. melonis), oidio (Podosphaera xanthii), mildio (Pseudoperonospora
cubensis), cancro das hastes (Didymella brioniae), nematoide das galhas das raizes
(Meloidogyne incognita), mosaico da melancia (“Papaya ringspot virus” — PRSV-W)
entre outras doencas (MILEO, 2013).
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Para a maioria dessas doengas ja foram desenvolvidos genotipos comerciais
resistentes, porém para as condigdes irrigadas do semiarido brasileiro, antes de 2007,
ainda ndo se tinha gendtipo resistente a doenga fingica do oidio. Nesse mesmo ano, a
EMBRAPA Semiarido, em parceria com a Universidade do Estado da Bahia (UNEB) e
EMBRAPA Rondonia, apresentaram a cultivar “BRS Opara”, resistente a esse patogeno
(DIAS et al., 2007). Contudo, essa cultivar ndo foi registrada.

Além dos estudos voltados para o desenvolvimento de gendtipos tolerantes ou
resistentes a doengas e patdogenos, podem ser citados os programas de melhoramento que
trabalham com caracteristicas relacionadas a aparéncia e propriedades nutricionais da
fruta, buscando atender as exigéncias dos consumidores que continuam requerendo frutos
com alto teor de solidos soluveis e aparéncia agradavel, bem como exigéncias que
implicam em atributos adicionais como, por exemplo, frutos sem sementes ou apireno,
reduzido tamanho de fruto, sendo que, para essa ultima exigéncia, ¢ necessario um
segmento de melhoramento paralelo visando reduzir o tamanho das sementes.

Pensando nessas novas exigéncias de mercado, em 2002 a EMBRAPA Rondo6nia
iniciou um programa de melhoramento que tinha por objetivo desenvolver variedades
comerciais de melancia com cor de polpa amarela, com ciclo reduzido em 20 dias, menor
tamanho de fruto, e alto teor de sélidos soluveis. Como resultado, no ano de 2007, foram
langadas duas variedades: “BRS Soleil” ¢ “BRS Kuarah” com essas novas caracteristicas
comerciais (SOUZA e DIAS, 2011).

Vale lembrar que antes de iniciar um programa de melhoramento genético ¢
importante a existéncia de variabilidade genética para a espécie alvo. Para a melancia,
Silva (2004) evidenciou que, apesar da existéncia de variabilidade genética da espécie no
Brasil, ¢ necessario o estudo do germoplasma em diferentes partes do pais, destacando-
se a regido Nordeste, com variabilidade da espécie para diversos caracteres de planta,
frutos e resisténcia a doencas (QUEIROZ, 1993; DIAS et al., 1996; ROMAO, 2000;
DIAS et. al., 2010). Diversidade esta utilizada para formag¢do de um Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de cucurbiticeas para o Nordeste brasileiro, localizado na Embrapa
Semidrido no municipio de Petrolina — PE (SILVA et al., 2010). Além do Banco de
Germoplasma de Melancia (BGCIA), o Banco Ativo de Germoplasma (BAG) ¢ formado
pelo Banco de Germoplasma de Meldo (BGMEL) e por outras espécies como, Cucurbita
spp.; outras espécies de Cucumis e bucha (Luffa spp.), sendo esse criado para conservar

os recursos genéticos das Cucurbitiaceas da agricultura tradicional do Nordeste brasileiro.
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Além da existéncia de variabilidade € necessaria a utilizagdo das melhores estratégias
para se chegar ao objetivo final de um programa, bem como os métodos de melhoramento
mais adequados, ou a utilizacdo das ferramentas biotecnologicas ou ainda a utilizagdo de

ambos de forma simultanea, buscando alcangar resultados de maneira rapida e precisa.

1.4 Heranca de caracteristicas

Dentro dos programas de melhoramento genético, as caracteristicas mais faceis,
rapidas e com maiores chances de se obter €xito sdo aquelas controladas por poucos
genes. Quando controlada por um ou dois genes a heranga do carater ¢ denominada como
simples. Porém, alguns melhoristas utilizam o termo ‘heranca simples’ para casos em que
os genitores diferem em apenas uma caracteristica, controlada por um gene, enquanto
outros melhoristas utilizam esse mesmo termo para qualquer cruzamento em que somente
uma caracteristica ¢ controlada por um gene ou esta sendo considerada, nao interessando

se os genitores diferem em outros caracteres (RAMALHO et al., 2012).

Antes de se estudar a heranga de um carater, é necessario levar em consideragao
alguns pré-requisitos basicos, buscando maiores chances de se chegar ao gendtipo
melhorado. O primeiro passo ¢ identificar se existem expressoes contrastantes ou formas
alternativas entre os possiveis genitores, ou seja, variabilidade genética (CRUZ et al.,
2012). Também ¢ de fundamental importancia conhecer o sistema de reproducdo da
espécie em estudo. Casos em que a cultura ¢ autdgama, o processo de endogamia, que
antecede o cruzamento entre os genitores, se torna mais facil. Porém, quando se tem uma
espécie alogama ¢ necessario elevar o nivel de endogamia até a sexta geragdo de auto
fecundagao (BUENO et al., 2013). As metodologias utilizadas para aumentar o nivel de
homozigose sdo as mais variadas, porém, o principio do método ¢ o mesmo: isolar as
estruturas reprodutoras femininas e masculinas de uma mesma planta e durante a antese

depositar os graos de poélen no estigma (RAMALHO et al., 2012).

Durante o estudo de heranca devem ser obtidas as geragdes parentais (P; e P2), bem
como a Fi e as segregantes Fo, RCi, RC,, em seguida todas essas populacdes sdao
avaliadas, simultaneamente, para o carater de interesse buscando observar a segregacao
fenotipica. Com o resultado da segregacdo, emprega-se o teste do Qui-quadrado (X?)
buscando avaliar as hipoteses dessa segregagdo, e verificar se os desvios entre as
frequéncias observadas e esperadas sdo significativos (RAMALHO et al., 2012). Segundo

Liu (1997), a importancia de se empregar o teste do X? estd na possibilidade de concluir
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a respeito do padrao predominante da segregagdo: se governada por um, dois ou mais
genes ¢ o tipo de interagao predominante.

Devido a praticidade e eficiéncia em se testar as hipoteses dos padrdes de segregacao,
o teste do X? vem sendo amplamente utilizado (RAMALHO et al., 2008), bem como em
estudos de heranca, uma vez que, as hipdteses sdo testadas levando em consideragio os
desvios ocorridos entre as frequéncias esperadas e observadas. Porém, por se tratar de um
teste sensivel, sua precisao esta relacionada ao tamanho amostral da populacao, podendo
resultar na impossibilidade de discriminar as hipoteses genéticas, quando o nimero de
individuos ¢ muito reduzido (SCHUSTER e CRUZ, 2004). Evidenciando que o método

¢ eficiente, porém deve ser levado em consideracao o tamanho amostral da populagao.

1.5 Analise de trilha

A andlise de trilha € um método complementar as estimativas das correlaces,
visto que as correlagdes estimam a relacdo direta de um carater com outro,
desconsiderando os efeitos e magnitudes dessa selecdo, ocasionadas por essa relacdo
direta, sobre as demais caracteristicas (CRUZ et al., 2012). Isso implica em dizer que, a
melhoria de um carater, tendo como base as avaliagbes de outro, sem levar em
consideracdo o comportamento das demais, pode ocasionar consequéncias indesejaveis
para as demais caracteristicas de interesse na cultura em estudo. Pensando nessa relacéo
de causa-efeito, por consequéncia da selecdo, foi desenvolvido um método conhecido
como analise de trilha (WRIGTH, 1921), onde 0 método baseia-se em regressao, no qual
as variaveis sdo previamente padronizadas (COSTA NETO, 2009).

A andlise de trilha, quando se considera um unico modelo causal, é conhecida
como analise de regressao parcial padronizada, sendo eficiente no desdobramento das
correlagdes em efeitos diretos e indiretos, enquanto que a relacdo de uma variavel
dependente com mais de uma independente, caracterizando-se uma inter-relacéo
complexa, ou varios diagramas causais, ¢ denominada de regressdo linear multipla
(CHARNET et al., 2008). Essa ultima é mais utilizada dentro dos programas de
melhoramento, visto a possibilidade de se trabalhar com mais de um carater de maneira
simultanea, principalmente relacionados a producdo de gréos e frutos (CRUZ et al.,
2012). Contudo, algumas particularidades devem ser levadas em consideragéo antes de
proceder com a regressdo linear maltipla. Dentre esses pressupostos, pode-se destacar a

multicolinearidade entre as caracteristicas que comp&em o digrama causal, que acontece
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como consequéncia das elevadas variancias associadas aos estimadores (KLINE, 1991),
de modo que, quanto maior a multicolinearidade, menor é a precisdo da estimacéo de
causa e efeito entre as caracteristicas.

Para solucionar os erros causados pela multicolinearidade, algumas estratégias sdo
sugeridas. Dentre elas, a remocdo do carater que esta ocasionando a multicolinearidade
(método Stepwase), apesar de ser um procedimento, em alguns casos, questionavel
(KOSACK e AZEVEDO, 2011). Outra alternativa é a utilizacdo da regressdo em
componentes principais, onde remove-se as variaveis correspondentes aos autovalores
dos componentes, quando elas apresentam valores proximos de zero, e o método dos
minimos quadrados, que € aplicado aos componentes restantes (CRUZ et al., 2014).
Também ¢ indicada a utilizacdo da estratégia da analise em crista ou em cumeeira, um
método que busca obter estimativas do coeficiente de regresséo a partir de uma versao
pouco modificada das equag6es normais (CRUZ e CARNEIRO 2003), sendo que, nesse
método, ndo ocorre a exclusdo de caracteristica, mas sim um ajuste no modelo inserindo

uma constante K. Por esse motivo esse ultimo € o método mais empregado.

1.6 Sele¢ao Assistida por Marcadores (MAS)

Melhoristas de diversas culturas realizam o melhoramento das espécies com base no
fenotipo, método conhecido como selegdo fenotipica (SF), na qual os individuos
visualmente superiores sdo selecionados e recombinados, buscando originar populacdes
hibridas ou populagdes segregantes. Nesta ultima populagdo o principal objetivo €
identificar individuos com o maior numero de caracteres de interesse, para serem
exploradas dentro dos programas de melhoramento. No entanto, em alguns casos, o
fenotipo sofre forte influéncia ambiental, inclusive devido a presenga da interagdo
gendtipo x ambiente (CRUZ et al.,, 2014). Esse efeito também interfere na SF,
principalmente se o cardter de interesse for expresso, apenas, em certas condigcdes de
estresse biotico ou abidtico, ou em casos que o controle genético ¢ governado por varios

genes.

Diante dessa influéncia ambiental nas caracteristicas de interesse nas plantas,
melhoristas tem buscado desenvolver métodos e tecnologias que aumentem e acelerem a
eficiéncia em se obter genotipos melhorados. Pensando nisso foram desenvolvidos
estudos que utilizam o DNA dos individuos, por meio de marcadores moleculares.

Existem varios tipos de marcadores moleculares, bem como diferentes métodos para
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serem utilizados, sendo que cada um ¢ empregado a depender dos objetivos que sdo
almejados, bem como da infraestrutura, disponibilidade de recursos financeiros,
experiéncia da equipe, etc. Dentre os diversos marcadores existentes, os baseados em
Polymerase Chain Reaction (PCR) sdo os mais utilizados, destacando-se os
microssatélites: Inter Simple Sequence Repeat - ISSR (dominante), e o Simple Sequence
Repeats - SSR (codominante), devido a alta repetibilidade, simplicidade da técnica,
menor quantidade de DNA gendmico requerido, menor custo, maior poder de resolucao
e elevados niveis de polimorfismo (CAIXETA et al., 2016), sendo um dos mais comuns
encontrados em estudos de melhoramento.

Vale lembrar que as fases do melhoramento até se obter um gen6tipo melhorado, com
0 maior numero de caracteristicas de interesse para a cultura, sdao um processo laborioso,
e o principal entrave é o largo espaco de tempo até o objetivo final, o que exige um
investimento financeiro, & longo prazo e mao de obra qualificada (CAIXETA e BOREM,
2016), além de continuidade das atividades na mesma dire¢do. Desse modo, uma das
alternativas viaveis, ¢ a utilizacdo de métodos classicos de melhoramento, individuais ou
combinados associados a SAM, o que pode reduzir o espago de tempo até se obter o
genoOtipo melhorado e assegurar maiores chances de sucesso aos programas de
melhoramento.

Os métodos classicos de melhoramento sdo empregados na recombinagdo de
individuos contrastantes, objetivando, dentro das populagdes segregantes, a obtengao de
individuos com o maior numero de caracteres de interesse para a cultura (MELO, 1987),
enquanto que as ferramentas biotecnologicas, podem ser empregadas para antecipar a
identificacao dos individuos mais promissores que serao recombinados. Para a cultura da
melancia, Silva et al. (2006) obtiveram sucesso ao combinarem as avaliagdes fenotipicas
junto com a molecular, buscando caracterizar acessos de melancia pertencentes ao Banco
Ativo de Germoplasma de melancia (BGCIA) da Embrapa Semiarido, e como resultado
foi possivel observar variagdes entre os individuos do BAG, possibilitando a escolha dos
melhores acessos para serem explorados dentro dos programas de melhoramento da
espécie.

Ainda, em melancia, os resultados obtidos por Gama et al. (2015b) que ao avaliarem
a resisténcia em genotipos de melancia ao oidio, compararam o padrdo de resisténcia
fenotipico das plantas com o padrao molecular, nos quais encontraram marcadores
associados a resisténcia ao patogeno. Por meio desses resultados foi possivel inferir que,

a recombinagdo dos individuos resistentes com susceptiveis, buscando transferir essa
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resisténcia, poderia ser antecipada, bem como a identificagcdo e sele¢do dos individuos
resistentes dentro das populagdes segregantes com a utilizagdo desses marcadores.
Desse modo, fica evidente que a integracao das técnicas classicas com as da biologia
molecular, visto a ampliagdo do conhecimento genético e da aceleracdo dos programas
de melhoramento, pode ser utilizada para identificar os recombinantes com maior nimero
de caracteres favoraveis para a cultura, ainda, na fase juvenil, o que pode aumentar as
chances de sucesso, devido a ndo influencia ambiental na expressdao dos caracteres em
estudo, e proporcionar maior rapidez e eficiéncia na fase de obtengdo dos genotipos

melhorados dentro de um programa de melhoramento.

1.7 Transferibilidade de marcadores moleculares

Marcadores moleculares sao desenvolvidos a partir de sequéncias do DNA das
espécies e, que sao capazes de diferenciar dois ou mais individuos, sendo que essas
caracteristicas presentes na genética dos individuos sdo herdadas pelos seus descendentes
(CAIXETA et al., 2016). Esses marcadores também podem ser utilizados na MAS, como
ferramentas uteis na deteccdo de variagdes no genoma entre espécies aparentadas,
aumentando o poder de andlise nas plantas (SILVA et al.,, 2019). A técnica da
transferibilidade, tem por objetivo testar a amplificacao de oligonucleotideos sintetizados
para determinada espécie em outra aparentada, buscando o aproveitamento dessas
sequéncias. Uma vez amplificado, estes oligonucleotideos podem ser analisados
buscando identificar se estdo associados a caracteristicas de importancia comercial para

a espécie alvo.

A técnica da transferibilidade pode ser utilizada buscando reduzir o investimento na
constru¢do, manutencdo e enriquecimento de bibliotecas gendmicas da espécie em
estudo, bem como a aquisi¢io de equipamentos especificos (BOREM e CAIXETA,
2016). A técnica tem se mostrado eficiente para diferentes familias, como relatado em
estudos anteriores com a cultura do maracuja por Silva et al. (2019); coco (MISTURA et
al., 2012) e outro bem-sucedido realizado por Priori et al. (2013), no qual foi estudado a
transferibilidade para a Cucurbita argyrosperma e C. ficifolia empregando marcadores

microssatélites de C. pepo.

Também sdo encontrados na literatura trabalhos bem-sucedidos de transferibilidade
para a familia das Cucurbitaceae, a exemplo daqueles realizados por Jarret et al. (1996);

e Lamas et al. (2007) que testaram a transferéncia de primers de meldo para melancia.
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Além desses trabalhos, pode ser citado o de Lira et al. (2008), que testou a
transferibilidade de primers de meldao para bucha vegetal (Luffa cylindrica). Estes
trabalhos evidenciaram que a técnica da transferibilidade ¢ uma ferramenta
biotecnologica auxiliar Util na identificacdo de oligonucleotideos entre culturas
aparentadas, podendo ser utilizados em estudos de diversidade, caracterizagao de acessos,

bem como na associa¢ao dessas sequéncias a caracteristicas de interesse na espécie alvo.

1.8 Quantitative Trait Loci (QTL)

Segundo Toledo et al. (2008), regides do genoma responsaveis pela expressdo
fenotipica dos caracteres com distribui¢do continua, ou seja, caracteres quantitativos,
recebem o nome de QTLs. Com o surgimento da tecnologia dos marcadores moleculares
¢ possivel mapear essas regides cromossomicas proximas ou que exercam interferéncia
nessas caracteristicas. A MAS pode auxiliar na realizacao desse mapeamento, visto que ¢
fundamentada no mapeamento e associagdo de marcadores a genes de interesse. Suas
etapas envolvem a identificagdo de marcadores associados aos genes de interesse,
confirmacdo da ligagdo e estimacao da distancia genética entre marcadores e genes em
centimorgan (cM), e a construcao de um mapa genético (RESENDE et al., 2013). Os
marcadores empregados no mapeamento de QTL a genes de interesse podem ser os

mesmos utilizados em estudos de variabilidade genética nas espécies.

Porém, antes de se estimar um marcador associado a um carater de interesse, ¢
necessario buscar dividir a populagcdo de interesse em classes genotipicas diferentes
levando em consideragdo os fendtipos do loco marcador. Uma vez separados os
individuos das populagdes, o proximo passo ¢ a utilizacdo de métodos estatisticos para
determinar se os individuos que formam as diferentes classes genotipicas diferem
significativamente. Para isso, deve-se levar em consideracdo o carater em questdo
(TANKSLEY, 1993). O teste de segregagao de Mendel, utilizando o X2, testa se as classes
genotipicas observadas nas populacdes diferem das que foram observadas no marcador.
Em seguida, pode ser realizado o mapeamento, quando observada diferenca significativa,
possivelmente, os genes que controlam a caracteristica de interesse estdo ligados ao loco
marcador. Para verificar a significancia dessas associagdes sdo, comumente, utilizadas a
razao de verossimilhanga (LR) ou LOD escore, onde os seus valores sdo estimados para
cada posicdo do cromossomo e entdo expressos em figuras, buscando facilitar a

visualizacdo (SCHUSTER e CRUZ, 2008).
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Considerando estudos de marcadores associados a caracteristicas morfologicas para
a cultura da melancia, a maioria dos trabalhos encontrados estdo relacionados a resisténcia
dos gendtipos a diferente patdgenos, a exemplo do trabalho de Gama et al. (2015b) que
encontraram marcadores SSR associados a loci de resisténcia ao 6dio. Além de
marcadores associados a resisténcia a doencas, apesar de serem incipientes, existem
estudos que tratam da associacdo de marcadores a aparéncia dos frutos de melancia, a
exemplo do trabalho de Gama et al. (2015a), que identificou dois marcadores

relacionados ao padrdo de listras em melancia.

Além desses marcadores, sdo encontrados na literatura primers desenvolvidos para
a cultura: aqueles desenvolvidos por Cheng et al. (2016); Jarret et al. (1996); Guerra-Sanz
(2002); Joobeur et al. (2004); e Ren et al. (2012), utilizados em estudos de diversidade,
mas que podem ser utilizados dentro dos programas de melhoramento para a melancia
buscando identificar aqueles que estejam associados a caracteristicas de interesse, a

exemplo, do tamanho de semente.
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2. ESTUDO DE HERANCA ASSOCIADO AO TAMANHO DE SEMENTE EM
POPULACOES DE MELANCIA

RESUMO: Sementes de melancia séo ricas em nutrientes, mas seu tamanho grande é um
obstaculo para consumi-las junto com a polpa da fruta. O tamanho das sementes é um
traco agrondmico importante, uma vez que cultivares de sementes pequenas facilitam o
consumo junto da polpa aumentando o aproveitamento das propriedades nutracéuticas da
fruta, o que objetivou neste trabalho estudar a heranca do tamanho das sementes em
populacdes de melancia, buscando fornecer suporte técnico para selecao de tamanho de
semente no desenvolvimento de novos gendtipos da espécie. Foram mensurados o
comprimento de sementes de seis populagdes Pi1, P2, F1, F2, RC1 e RC», utilizando o
procedimento de geragGes segregantes e ndo segregantes do software GENES, por meio
deste, foi possivel concluir que a heranca para o tamanho de semente nas populacdes
estudadas é controlada por um gene com dois alelos, exibindo dominancia incompleta.
Além disso, dependendo das populacGes estudadas, a heranga para o carater em questao
pode se comportar de maneira diferente. A selecdo de individuos superiores, dentro das
populacdes pode ser realizada com base no fendtipo, o que possibilita a exploracédo desses
individuos dentro dos programas de melhoramento para compor linhas ou hibridos.

Palavras-chave: Citrullus lanatus, melhoramento genético, semente pequena.

ABSTRACT: Watermelon seeds are rich in nutrients, but their large size is an obstacle
to consuming them along with the pulp of the fruit. The size of the seeds is an important
agronomic trait, since small seed cultivars facilitate consumption with the pulp,
increasing the use of the nutraceutical properties of the fruit, which aimed in this study to
study the seed size inheritance in watermelon populations, seeking provide technical
support for seed size selection in the development of new species genotypes. The seed
length of six populations P1, P2, F1, F2, RC1 and RC, were measured, using the procedure
of segregating and non-segregating generations of the GENES software, by means of this,
it was possible to conclude that the inheritance for the seed size in the studied populations
is controlled by a gene with two alleles, exhibiting incomplete dominance. In addition,
depending on the populations studied, the inheritance for the character in question may
behave differently. The selection of superior individuals, within the populations can be
carried out based on the phenotype, which allows the exploration of these individuals

within the breeding programs to compose lines or hybrids.
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Keywords: Citrullus lanatus, genetic improvement, small seed

2.1 Introducao

A melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai] € uma das olericolas
mais produzidas no Brasil e, considerando o ranking mundial, de 2016, foi o 4° maior
pais produtor de melancia, com 2.090.432t da fruta ficando atrds apenas da China
(79.043.138t), Turquia (3.928.892t) e Ird (3.813.850t) (FAO, 2018). O desenvolvimento
de novos genotipos com atributos comerciais diferentes dos que ja existem no mercado,
a exemplo do reduzido tamanho das sementes, pode tornar a producdo de melancia
brasileira mais expressiva, visto que o mercado consumidor tem requerido, cada vez mais,
frutas nutritivas e saudaveis (FARIAS et al., 2014).

Para 0 consumo in natura, quanto menor o tamanho da semente mais facil se
torna o consumo da fruta, enquanto que, para a producgéo de farinhas e semeio no campo,
guanto maior o tamanho da semente, maior sera a producéo e mais facil o plantio. Desse
modo, compreender o controle genético das caracteristicas € importante para o
desenvolvimento de genotipos destinados as mais variadas aptiddes (LI et al., 2018).
Entretanto, vale ressaltar que as informacgdes sobre o comportamento genético das
caracteristicas em melancia sdo escassas, e em se trata do tamanho das sementes, além de
raros, sao bastante antigos, o que caracteriza como sendo um dos principais entraves para
melhoristas.

Em estudos anteriores Poole et al. (1941) citado por Li et al. (2018), descreveram
que o controle genético do tamanho de semente foi conferido por dois genes ‘s’ e ‘I’,
sendo ‘s’ epistatico para ‘I’. Alguns anos depois foram descritos os genes ‘Ti’ para
semente minuscula e ‘ti’ para semente tomate (TANAKA et al., 1995; LI et al., 2018).
De acordo com Yong et al. (2009), o tamanho de semente em melancia pode ser
classificado em: gigante, grande, média, pequena, micro e tomate. Além do tamanho de
semente sao relatados estudos de heranca para outras caracteristicas na melancia, como o
rendimento de fruto (KUMAR e WEHNER, 2013), massa de semente (ADJOUMAN et
al., 2016), resisténcia ao virus PRSV-W (Alves et al., 2014), semente Egusi (GUSMINI
et al., 2004), sugerindo que antes de realizar o melhoramento de um carater é necessario
o conhecimento do controle genético dentro das populagdes de interesse.

Desse modo, o0 objetivo do presente trabalho foi estudar a heranca do carater

tamanho de semente em populacBes de melancia.
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2.2 Material e Métodos

Obtencao das populacGes

Os experimentos foram conduzidos entre 2017 e 2018 no Campo Experimental de
Bebedouro na Embrapa Semiarido em Petrolina-PE. Foram utilizadas duas linhagens de
melancia, contrastantes para o tamanho de semente: a linhagem 31715.001 “P1” (semente
pequena) e a linhagem 31717.005 “P2” (semente grande), para obtencdo das populagdes
F1, F2, RC1 e RCoy. Para isso, foram realizados cruzamentos, com polinizagdo manual
controlada (PMC), seguindo a metodologia utilizada por Nascimento et al. (2018).

Para obtengdo da populagdo Fi, entre janeiro e abril de 2017, as sementes das
linhagens foram semeadas em bandejas de poliestireno, contendo substrato comercial
para hortalicas e mantidas em casa de vegetacdo por 12 dias. Apos esse periodo, efetuou-
se 0 transplantio das mudas para 0 campo.

Na geracéo seguinte, cinco sementes dos genitores (P1 e P2) e da populagéo F1, foram
semeadas, durante 0os meses de maio a agosto de 2017, e, utilizando-se a PMC, o F; foi
autofecundado, e simultaneamente cruzado com o0s genitores P1 e P,, originando as
sementes das populacdes F2, RCi e RCp, respectivamente. Em seguida, todas as
populacGes obtidas foram avaliadas em campo, durante os meses de maio a agosto de
2018, com polinizagdes livres.

Para a PMC na fase de florescimento, as flores masculinas e femininas das linhagens
e do hibrido Fy, foram isoladas na pré-antese, utilizando saquinho de papel aluminio. No
dia seguinte, as flores masculinas abertas foram destacadas das plantas, suas pétalas
afastadas para expor suas anteras, e, em seguida, os graos de pélen foram depositados
suavemente sobre os estigmas das flores femininas. Apos esse procedimento, as flores
submetidas a PMC foram identificadas com etiquetas de cartolina, contendo informacdes
dos cruzamentos parentais, planta e a data da PMC. Posteriormente, essas flores foram
isoladas novamente pelo periodo de 72 horas. Entre 30 e 35 dias apds a polinizacéo, 0s
frutos foram colhidos, suas sementes extraidas, lavadas e postas para secar a sombra.

A adubacdo de plantio foi realizada com base na anélise de solo e recomendacao de
Mendes et al. (2010), sendo colocado em fundacéo 30 kg ha* de N, 80 kg ha* de P,Os, e
30 kg ha* de K>0, mais 15 kg ha™ de ZnSO4 e 10 kg ha de CuSO4. A adubagdo de
cobertura foi realizada via agua de irrigacéo, utilizando-se 50 kg ha de N, na forma de
Ca (NOs3)2 e 40 kg ha! de K20, sendo utilizado KClI, aplicados até 50 e 60 dias apds o

semeio, respectivamente.
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A irrigacdo foi por gotejamento, e a lamina diaria de &gua aplicada conforme
necessidade da cultura, em funcdo das condi¢es climaticas, monitorada por estacao
meteoroldgica localizada proxima a area experimental. Os coeficientes da cultura (Kc’s),
utilizados para célculo da evapotranspiracdo da cultura (ETc), foram os obtidos por
Freitas & Bezerra (2004) na regido de Canindé-CE, em melancia ‘Crimson Sweet’ e 0s
valores correspondentes foram: 0,46 a 0,70 na fase vegetativa, 0,89 a 1,22 na floracéo e
1,14 a 0,74 na frutificacao.

Os tratos fitossanitarios foram realizados pela aplica¢do de agroquimicos registrados
para a cultura junto ao Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), e 0

manejo de plantas daninhas por capina manual.

Fenotipagem associada ao tamanho de semente em populagbes Fi1, F2, RCy, RC, e
genitores de melancia

Durante os meses de abril a agosto de 2018, e suas sementes de todas as populacdes
foram postas para germinar em bandejas de poliestireno expandido, contendo substrato
comercial para hortaligas. Aos 12 dias ap6s 0 semeio, efetuou-se o transplantio das mudas
em fileira continua, para o Campo Experimental de Bebedouro, em solo previamente
preparado e coberto com mulching plastico de coloracdo cinza, no espacamento de um
metro entre plantas e 2,5 entre fileiras. Apos o transplantio, as mudas foram cobertas com
manta agrotéxtil até o periodo de floragdo, ocasido em que esta foi removida para que
houvesse a polinizacdo. As sementes de cada populacdo foram oriundas de um unico
fruto.

Aos 70 dias apo6s o plantio realizou-se a colheita dos frutos, as sementes foram
extraidas, lavadas e postas para secar a sombra. Foram avaliadas oito, dez, sete, 271, 95
e 94 plantas das populagdes P1, P2, F1, F2, RC1 e RC», respectivamente.

Para investigar a heranca do tamanho de sementes em melancia, foi mensurado seu
comprimento devido esse caracter apresentar-se altamente correlacionado com a largura
e peso (Hawkins & Dane, 2001). O comprimento de 10 sementes foi determinado com
auxilio de paquimetro digital, seguindo a metodologia utilizada por Nascimento et al.
(2018), escolhidas de forma aleatéria em um fruto de cada planta.

Em seguida, foram estimadas a média e a variancia: [P1 (o7p,) = 05 p,) = 05, ); P2

2 _ 2 _ . 2 _ 2 _ . 2 _ 2
(Gf(Pz) = Om(p,) = 0152)1 F1 (Gfm) = Om(r,) = 051)' F2 ("f<F2) = Og(r, T Ufl(m)’ RCy
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(0frc,) = Tarey + Omrey) € RC2 (0ftre,) = Tare,) + Tmere,))] Nas populacdes.

Sendo: ¢ a variancia fenotipica; o2 a variancia média; e ag a variancia genética
Estimou-se também o Grau Médio de Dominancia (GMD) do carater com base nas

variancias, pelo modelo: GMD =2 F, — (P, + P,)/P, — P,,.., a herdabilidade no

sentido amplo (ha?) e restrito (hr?):

2 2 2 2 2
W2 = Og(F,) _ Of(F,) — (Upl + 20¢, + Upz)/4
b =

2 2
Ot(F,) Of(F,)
2
B2 — o3 _ 205(r,) — [Ufz(Rcl) + Ufz(Rcz)]
r— 2 = 2
Of(F,) Of(F,)

Foram estimados os valores de k1 (com base na variancia) e de k2 (baseado na
média), em que k = 0 determina a auséncia de dominancia (k=0=aditiva), 0 >k < 1 indica
dominancia parcial, k>1 indica sobredominancia, enquanto que k=1, indica dominancia
completa (CRUZ et al., 2012).

Estimou-se também o nimero minimo de genes (NMG) que controlam o carater, pela

formula: n= (P, + 132)2/8[05(};2)]. Utilizaram-se 0s recursos computacionais do

software Genes, por meio do procedimento “geragdes segregantes € nao segregantes”
(Cruz, 2016).

Em seguida, empregou-se o teste do Qui-quadrado (X?) (RAMALHO et al., 2008) a
5% de probabilidade para verificagdo do padrdo mendeliano dentro da populagéo Fo.

Seguindo o modelo:

n . .
L2 Z (Obsi — Espi)?
Espi

i=1

onde:
X2 ¢é valor de qui-quadrado calculado;
i Obs e i Esp, sdo as frequéncias observadas e esperadas, para a i-ésima

classe fenotipica (i= 1, 2, ...n), respectivamente.
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O indice de selecdo também foi estimado (CRUZ et al., 2012). Seguindo o modelo

GS =DS % Sendo: GS= ganho por selecdo; DS= diferencial de selecéo;

fx

Cov(X,Y)= estimador da covariancia genética entre os individuos testados e 0s
individuos da populagdo melhorada; e oZ= estimador da variancia fenotipica entre as

unidades testadas.

2.3 Resultados e Discussao

A média, a variancia e o desvio padrdo para 0 comprimento de semente dos genitores
utilizados, para originar as populacfes segregantes (Tabela 1), apresentaram valores
contrastantes entre si, evidenciando a existéncia de variabilidade genética entre os
mesmos, adequando-se a pressuposicdo de Cruz et al. (2014), que preconizam, para se
obter melhor precisdo nas analises genéticas € necessario que 0S genitores sejam
contrastantes para o carater em estudo, fato ocorrido no presente estudo. Ainda segundo
esses mesmos autores, a estimativa de parametros genéticos permite identificar a natureza
da acdo dos genes envolvidos no controle do carécter, essas informacfes podem ser
utilizadas como ferramenta auxiliar atil na conducéo dos programas de melhoramento

genético de melancia da Embrapa Semiarido.

Tabela 1. Numero de plantas, médias, variancias e desvios padrées do tamanho de

semente, avaliadas em seis populagdes de melancia (Citrullus lanatus var. lanatus).

Geragdes (semente)  N°de Individuos Médias (mm) Variancias  Desvios padrdes

P1 (pequena) 8 5,90 0,0286 0,17
P2 (grande) 10 11,63 0,0934 0,31
F1 (média) 7 6,89 0,0214 0,15
F2 (Y4 pequena, %2
) 271 7,71 5,4044 2,32
média e ¥ grande)
RC: (%2 pequeno e %2
o 95 6,24 0,2474 0,50
médio)
RC. (*2 médio e ¥
94 9,68 54711 2,34
grande)

As variancias e 0s desvios padrdes expressos pelos genitores e o hibrido,

apresentaram baixos valores, enquanto que as populagdes F, e RC; apresentaram valores
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elevados o que era esperado, visto que o fenotipo dos individuos que compdem as
populagdes P1, P> serem na grande maioria e origem genética, uma vez que foram
autofecundadas sete vezes. Desse modo, toda e qualquer variagdo dentro dessas
populacdes sdo de origem ambiental, esse mesmo comportamento é esperado na
populacdo F1, por ter sido originada a partir desses genitores. Resultados similares foram
relatados por Kumar e Wehner (2013), que ao estudarem a heranca de rendimento de
frutos em geracdes de melancia, também observaram altos valores para a variancia dentro
das populagdes F2e RC,. Os maiores valores em ambos o0s estudos, possivelmente, sejam
atribuidos a segregacdo génica dentro dessas populagdes ser maior que nas demais.

Apesar da melancia ser uma espécie aldgama, os baixos valores para a variancia nas
populacdes P1, P2 e F1, do presente estudo, se devem, principalmente, a fatores ambientais,
visto que os genitores utilizados para originar as populacGes segregantes sdo linhagens
levadas a sete ciclos de autofecundacgdes. Desse modo, considera-se que cada uma das
plantas dessas geracdes corresponde a um mesmo genotipo, enquanto que espera-se
maiores valores para a variancia das populagfes F, e de retrocruzamentos, devido a
interacdo dos fatores genéticos, pois sdo populacdes, acrescida das variagBes ambientais
(CRUZ et al., 2014).

A populagéo F, apresentou a quarta menor média. Segundo Zewdie e Bosland (2000),
a depender da interacdo para o carater, a média para essa populacdo pode aumentar ou
diminuir, sinalizando que os genitores estdo contribuindo com alelos para aumentar ou
diminuir a caracteristica em estudo. Com base nessa informacdo, a média da F,
possivelmente, se deve a maioria dos individuos ter sido classificada como sendo de
tamanho de sementes pequeno e tamanho meédio, que juntas, representam
aproximadamente 75% do total de individuos.

Com base nas estimativas de parametros genéticos da populacdo F, (Tabela 2),
quando comparadas a variancia ambiental, a variacdo genética apresentou maior
influéncia. Resultado semelhante foi observado por Nascimento et al. (2016) que, ao
avaliarem caracteristicas relacionadas a produtividade em melancia, também encontraram
variancia genética superior & ambiental. Esses resultados evidenciam que o ambiente
exerce pouca influéncia na expressao fenotipica do carater avaliado nas populagdes, e que
o fenotipo observado foi, na sua grande maioria, de origem genética.

As estimativas das variancias fenotipica, genotipica, aditiva e ambiental mostraram
que a contribuicdo dos genes de efeito aditivo em relagdo aos de dominéncia para o
tamanho de semente foi expressivo (Tabela 2), caracterizando possivel interagdo alélica
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aditiva. Corroborando o presente trabalho, Tanaka et al. (1995), ao estudarem a heranca
do formato de fruto e tamanho de semente em duas populac¢des contrastantes de melancia,
também observaram que o tamanho de semente era governado predominantemente por
interacdo alélica aditiva, sendo o feno6tipo semente pequena um carater de facil melhoria.

Contudo, Adjoumani et al. (2016), ao estudarem a genética de caracteristicas de
sementes resultantes do cruzamento intraespecifico de variedades distintas de melancia,
observaram que os efeitos dos genes para o carater em questao tiveram interacdo alélica
de dominancia. O contraste de resultados observados entre os autores pode ser atribuido
a diferenca genética das populagdes avaliadas nos diferentes trabalhos, uma vez que a

heranca pode se comportar de maneira diferente nas populacdes.

Tabela 2. Pardmetros genéticos relacionados ao comprimento de semente em uma

populacdo F, de melancia, obtida mediante o cruzamento de linhas contrastantes.

Parametro Valor
Variancia fenotipica (o) 5,404
Variancia ambiental (c2) 0,041
Variéncia genotipica (g ) 5,363
Variancia aditiva (62y) 5,090
Variancia dos desvios de dominancia (aZ) 0,273
Herdabilidade no sentido amplo (h?) 99,237
Herdabilidade no sentido restrito (h?) 98,189
Grau médio de dominancia (GMD) 0,327
Numero minimo de genes que controlam o caracter (NMG) 1,816
Valor maximo (mm) 12,8

Valor minimo (mm) 4,2

Vale ressaltar que a predominancia da interacdo alélica aditiva facilita as etapas de
selecdo, visto que individuos superiores também apresentam descendéncia superior
(CRUZ et al., 2014). No caso de interacdo alélica de dominéancia, a mesma pode ser
explorada dentro dos programas de melhoramento na composi¢édo de hibridos.

Foi observado dentro da F2, um individuo promissor para 0 menor tamanho de
semente (4,2 mm) (Tabela 2). O mesmo pode ser explorado para dar origem a uma

cultivar de polinizacdo aberta com tamanho de semente pequena, bem como apresenta
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aptiddo para originar uma linhagem de menor tamanho de semente, podendo ser utilizada
para compor combinacdes hibridas que resultardo em genotipos com tamanho de semente
reduzida, visto que o menor tamanho de semente € dominante em relagdo a grande e o
tamanho médio, dominante ao pequeno e grande (GUNER e WEHNER, 2004).

A exploracdo desse transgressivo (quando apresenta comportamento fora dos
extremos) para compor hibridos com tamanho de semente reduzida pode ser bastante
promissor, uma vez que produtores irdo adquirir sementes hibridas com tamanho maior,
facilitando o plantio, enquanto que os frutos desses hibridos apresentardo sementes
menores, aumentando a facilidade de consumo das sementes junto da fruta e oferecendo
um diferencial de mercado se comparado aos demais gendtipos.

No presente estudo, os individuos da populagédo F» apresentaram, aproximadamente,
as seguintes porcentagens fenotipicas para o tamanho de semente: pequena (25%), média
(50%) e grande (25%). Estudos de heranca anteriores para caracteristicas de semente em
melancia, a exemplo do peso, evidenciaram que a segregacdo monogénica de 3:1, ndo se
ajustou conforme o esperado, sendo, contudo, bastante proxima para sugerir que a menor
massa de semente era monogénica e dominante sobre a maior massa de semente
(WEETMAN, 1937).

Resultado semelhante foi observado no presente estudo para o tamanho de semente,
em que 0 menor tamanho, apesar de ndo ter se ajustado conforme o esperado, na
proporc¢do de 3:1, apresentou-se bastante proximo, na proporcao de 1:2:1, sugerindo que
o caréter é controlado por um gene com dois alelos.

O caréater tamanho de semente apresentou alta herdabilidade no sentido amplo, bem
como no sentido restrito (Tabela 2). Resultados semelhantes foram observados por
Amburani, (2018) que, ao estudar a herdabilidade em caracteristicas morfoagronémicas
em 30 gendtipos de melancia, obteve estimativas de herdabilidade superior a 80% para
sete das 13 caracteristicas avaliadas, entre elas o peso de 100 sementes e o nimero de
sementes por fruto. Segundo Cruz et al. (2014), a herdabilidade no sentido restrito
representa a variancia do tipo aditiva fixada nas populagfes como resultado do avango
das geracdes. Com base nessas informacdes, considera-se alta a correlacdo do valor
fenotipico com o genético para o carater em questdo, sendo possivel selecionar individuos
com menor tamanho de semente tendo como base o fen6tipo dos mesmos.

Para se fazer inferéncia do grau médio de dominancia e determinar a melhor
estratégia a ser adotada para se chegar ao melhoramento do carater, foram calculados os
valores de k1 (0,33) e k2 (0,66) e ambos apresentaram concordancia entre si, indicando a
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existéncia de dominéncia incompleta para o tamanho de semente nas populacdes
estudadas. Adjoumani et al. (2016), ao estudarem a genética de caracteristicas de
sementes resultantes do cruzamento intraespecifico de variedades distintas de melancia,
encontraram esse mesmo resultado. Os resultados do presente estudo reforcam a
eficiéncia na selecdo de plantas de melancia com semente pequena, visto que a variancia
aditiva para o fenotipo foi predominante.

O valor minimo quantificado para o nimero de genes envolvidos no controle do
carater foi de 1,82 (Tabela 2). Contudo, biologicamente e com base no fenétipo, foi
verificado o controle genético regido por um gene. Essa informacdo é importante para se
estimar o tipo de heranca que controla um carater quanto a sua natureza (LOBO et al.
2005). No presente trabalho, o tamanho de semente é controlado por um gene com dois
alelos, indicativo de que métodos de melhoramento mais simples, a exemplo, da sele¢do
massal, podem ser utilizados para a obtengdo de cultivares com menor tamanho de
sementes.

Quando observado o teste do Qui-quadrado para as populagdes (Tabela 3), observou-
se que ndo houveram diferencas significativas para quase todas as populagdes, com
excecdo da RC,, para as frequéncias observadas e esperadas, associada a segregacéo
fenotipica da populagdo RC1, que deveria apresentar todos os individuos com tamanho de
semente pequena, considerando um carater monogénico com dominancia completa. No
entanto, foi observado que os individuos foram divididos em semente pequena e média,
confirmando a hipotese de um gene com dois alelos controlando o carater e de dominancia

parcial.

Tabela 3. Teste do Qui-quadrado em populacdes de melancia para investigacdo da
segregacéo para um loci com dominancia parcial seguindo a proporcgéo de 1:2:1.

Geracio Observado Esperado

Pequeno Médio Grande Pequeno Médio Grande IX2 GL P
Py 8 0 0 8,0 0 0 - - -
P2 0 0 10 0 0 10.0 - - -
F1 0 7 0 0 7.0 0 - - -
F2 64 130 49 67,75 1355 67,75 562" 2 0,05
RCy 45 50 0 475 475 0 0,263 1 0,05
RC> 0 33 54 0 47,0 47,0 5213* 1 0,05
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1ns * n3o significativo e significativo, respectivamente, ao nivel de 5% de probabilidade
(P) pelo teste do Qui-quadrado (X?). GL= graus de liberdade

Resultados divergentes foram observados por Poole et al. (1941), que ao estudarem
a heranca para o comprimento da semente por meio da avaliacdo do cruzamento entre
sementes de tamanho pequeno e grande, pequeno e medio, e médio e grande, propuseram
que o carater era controlado por dois genes, devido as sementes de tamanho médio serem
dominante sobre o tamanho pequeno e grande. Baseado nesses resultados, os autores
propuseram que 0s genes recessivos | e s, condicionavam os fendtipos de sementes
grandes e pequenas, respectivamente. Ainda, segundo 0s mesmos autores, entre 0s
gendtipos avaliados o gene s foi epistatico para I, e que as designacfes LL SS foram
atribuidas para o tamanho médio, 11 SS para o tamanho grande e LL ss ou Il ss para semente
pequena.

Entretanto, resultado semelhante foi observado no presente estudo com os que foram
reportados por Tanaka et al. (1995), onde propuseram que em uma populacdo de melancia
descrita como "Sweet Princess", o tamanho de semente minuscula fosse monogénico,
controlado pelo gene Ti e dominante sobre o médio, sendo, possivelmente, um carater de
heranca simples.

A diferenca de resultados observada no presente trabalho, possivelmente, evidencia
que para o carater em questdo, e dependendo das cultivares envolvidas nos cruzamentos,
a heranca pode se comportar de maneira distinta e que a heranca de um carater diz respeito
a populacédo estudada, ndo sendo possivel extrapolar a outras populac@es. Além disso, a
metodologia adotada para a mensuracdo do tamanho de sementes foi quantitativa,
expressa em mm, enquanto que o trabalho de Polle (1941) categorizou em classes, sendo
uma avaliacdo qualitativa e que desconsidera diferengas minimas de tamanho entre o0s
individuos.

Os resultados obtidos pela predicdo do ganho pela selecdo (Tabela 4), reforcam que
para a melhoria do carater em estudo o emprego de métodos de melhoramento mais
simples podem ser eficientes, visto que o ganho com a selecdo foi de 59% para 0s
individuos de maior comprimento de semente e uma redugdo de pouco menos de 30%
para os de menor tamanho, ou seja, é possivel selecionar e recombinar os individuos de
maior e menor comprimento de semente, buscando originar combinac@es hibridas com
tamanho intermediarios. Bem como explorar esses individuos separadamente buscando

originar novas cultivares com diferentes aptiddes.
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Tabela 4. Predicdo do ganho de selecdo para o tamanho de semente em uma populacéo

F> de melancia, obtida mediante o cruzamento de linhas contrastantes.

Para Selegéo
arametros
Maiores valores Menores valores
MIS 12,577 5,285
DS 4,870 -2,422
GS (%) 59,516 -29,605
MP 1°S 12,294 5,425

IMIS= Média dos individuos selecionados, DS= diferencial de selecdo, GS (%) = ganho

com a selegdo em porcentagem e MP1°S= média predita para um ciclo de seleg&o.

2.4 Conclusoes

1- A heranca para o menor tamanho de semente nas populac6es estudadas é controlada
por um gene com dois alelos, exibindo dominancia incompleta;

2- Dependendo da popula¢do em estudo o comportamento da heranca para o caréter,
tamanho de semente, pode se comportar de maneira diferente;

3- A selecdo de individuos superiores, para 0 menor tamanho de semente, dentro da
populacdo F2, pode ser realizada com base no fen6tipo;

4- Os individuos superiores podem ser explorados dentro dos programas de

melhoramento para compor linhas ou hibridos.
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Foto: Tiago Lima do Nascimento

Figura 1. Fendtipo do tamanho de semente em populagfes de melancia. P1=Genitor 1,
P,= Genitor 2, F1= Hibrido, Fo= Segregante, RC1= Retrocruzamento 1 (F1 x P1) e RC2=
Retrocruzamento 2 (F1x P2). A leitura é feita da esquerda para a direita e de cima para

baixo.



51

 Boesresn oo
Gonovoonnd ase
Qsooec00000pd o

@o0doconsnnee
.".“@ldﬂldloa
Qorvencosnnn
Osvo0c000000
Qovcvevnnsne
‘903002“0
Qo000
ov00s000
Qo000 0000 00
Qovvovoconne
o rrrr

e dSo0o0oo0w
o N R XN R N X N

Foto: Tiago Lima do Nascimento

Figura 2. Representacdo fenotipica do padrdo de tamanho de semente em uma populagédo

segregante de melancia.
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Figura 3. Representacdo fenotipica do tamanho de semente em duas populacdes de
retrocruzamentos de melancia. “a” RCi= Retrocruzamento 1 (F1 X P1) e “b” RC2=
Retrocruzamento 2 (F1x P2), respectivamente. A leitura ¢ feita da esquerda para a direita

e de cima para baixo.
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3. PARAMETROS GENETICOS, CORRELACOES E EFEITOS DIRETOS E
INDIRETOS EM CARACTERISTICAS MORFOAGRONOMICAS DE
MELANCIA

RESUMO: A atratividade em cultivar a melancia esta intimamente ligada as
caracteristicas de planta (resisténcia ou tolerancia a patdgenos) e fruto (polpa vermelha,
elevado teor de sdlidos solUveis) presentes nos genoétipos, inseridas por meio do
melhoramento. Desse modo, o0 objetivo do presente trabalho foi estimar pardmetros
genéticos, bem como observar as correlagdes e seus efeitos diretos e indiretos sobre
caracteristicas morfoagrondmicas de melancia. Foram avaliadas seis populacdes de
melancia em delineamento de blocos casualizados, empregando-se descritores associados
a planta e fruto. Os dados coletados foram analisados quanto a normalidade e
homogeneidade das variancias, seguidos de anélise de variancia, correlacdes de Pearson,
e andlise de trilha em cumeeira. Os parametros genéticos evidenciaram maiores chances
de sucesso com a selecdo das caracteristicas, devido a maior contribuigdo genotipica na
expressdo do fendtipo, bem como os altos valores da herdabilidade; além disso, o
comprimento ou a largura de semente pode ser utilizada como variavel resposta para o
melhoramento do tamanho de semente; as correlacdes de Pearson evidenciaram que 0
tipo de listras no fruto pode ser utilizada como variavel indireta promissora para o
melhoramento do tamanho de semente, estando em consonéancia com os resultados da
analise de trilha.

Palavras chave: Citrullus lanatus; associacao; causa-efeito; analise de trilha

ABSTRACT: The attractiveness of cultivating watermelon is closely linked to the
characteristics of plant (resistance or tolerance to pathogens) and fruit (red pulp, high
content of soluble solids) present in the genotypes, inserted through breeding. Thus, the
objective of the present work was to estimate genetic parameters, as well as to observe
the correlations and their direct and indirect effects on morpho-agronomic characteristics
of watermelon. Six watermelon populations were evaluated in a randomized block design,
using descriptors associated with the plant and fruit. The collected data were analyzed for
normality and homogeneity of variances, followed by analysis of variance, Pearson
correlations, and trail analysis on the ridge. The genetic parameters showed greater
chances of success with the selection of the characteristics, due to the greater genotypic

contribution in the expression of the phenotype, as well as the high values of heritability;



55

in addition, the seed length or width can be used as a response variable for improving the
seed size; Pearson's correlations showed that the type of stripes in the fruit can be used as
a promising indirect variable for the improvement of seed size, being in line with the
results of the trail analysis.

Keywords: Citrullus lanatus, association; cause-efecct; track analysis

3.1 Introducao

A melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai] é uma espécie
originaria das regides quentes da Africa, e foi introduzida no Brasil por decorréncia do
processo migratério (CARVALHO, 2016). Seus frutos sdo bastante consumidos, ndo sé
no Brasil, mas em todo o territorio mundial, possivelmente, devido ao sabor agradavel e
refrescante, atributos que interessam aos consumidores. Essa apreciacéo pelos frutos da
melancia, no ano de 2018, destacaram a China (63.024.631t), Ird (4.113.711t), Turquia
(4.031.174), india (2.520.000) e o Brasil (2.240.796t) como sendo 0s cinco paises que
mais produziram essa hortalica (FAO, 2019). No caso do Brasil, em relagdo a area
produzida a producdo brasileira foi distribuida em uma area de 102.412 hectares (IBGE,
2019).

As melancias produzidas no Brasil sdo destinadas ao consumo interno, bem como
para a exportacdo. Além disso, a aceitacdo dessa hortalica dentro e fora do pais,
possivelmente, é atribuida aos diferentes caracteres de planta (tolerancia/resisténcia a
estresses bidticos) e fruto (polpa vermelho intenso, alto teor de sélidos soltveis etc.),
caracteristicas estas que sao inseridas nos genotipos por meio dos programas de
melhoramento genético da espécie, que buscam atender a maxima das exigéncias dos
consumidores (FARIAS et al., 2014), bem como, levam em consideracdo atributos que
interessam aos produtores a exemplo da resisténcia a estresses bidticos e maior
prolificidade.

Desse modo, levando a concluir que melhoristas devem utilizar estratégias que
possibilitem trabalhar com mais de um carater de forma simultanea, garantindo a
obtencdo de gendtipos melhorados com maior nimero de caracteristicas de interesse no
menor espago de tempo possivel, a exemplo do trabalho de Souza et al. (2014,) que
concluiram existir a possibilidade de selecionar precocemente e simultaneamente
gendtipos de melancia com um maior nimero de caracteristicas.

Pensando nessa reducgéo de tempo e melhoria de varios caracteres simultaneos, a

estimativa de pardmetros genéticos associada as correlagdo de Pearson podem ser
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exploradas buscando acelerar a obtencdo de novos genotipos, visto que, por meio do
primeiro método é possivel fazer inferéncia da magnitude dos efeitos, ambientais ou
genéticos, sobre as caracteristicas, bem como a inferéncia sobre a heranga genética
(RAMALHO et al., 2012), enquanto que as correlacGes possibilitam estimar a relacdo
entre duas caracteristicas, possibilitando melhorar um caracter de baixa herdabilidade ou
de dificil mensuracéo, tendo como base outro caracter de alta herdabilidade.

Essas metodologias vém sendo empregadas em diferentes culturas: meldo
(VALADARES et al., 2017); abébora (NACHBAR e SOUZA, 2017), (FERREIRA et al.,
2016); acaizeiro (TEIXEIRA etal., 2012; YOKOMIZO et al., 2016) entre outras espécies.
Porem, a correlacdo linear entre duas caracteristicas pode desencadear efeitos
indesejaveis para as demais caracteristicas de interesse, efeitos estes que ndo sdo
observados quando empregada a correlacdo de Pearson, que acontecem por consequéncia
de pleiotropia ou ligacdo dos genes (ENTRINGER et al., 2014).

Desse modo, a utilizacdo da andlise de trilha € uma alternativa viavel, pois
possibilita estimar as consequéncias da sele¢do de um carater, com base em outro, sobre
as demais caracteristicas, um fornecendo informacGes sobre os efeitos, sendo eles
positivos ou negativos, (CRUZ et al., 2012). A analise de trilha pode ser considerada
eficiente quando confirmada a relagéo de causa-efeito entre as variaveis, associada a
correta interpretagdo do desdobramento da relacdo entre as caracteristicas de maior
importancia agrondémica ou de interesse (Cruz et al., 2012) ou de interesse. Recentemente,
esses efeitos tem sido amplamente estimados no estudo de diversas culturas: couve
(AZEDO et al., 2016), pepino (OLIVOTO et al., 2015), mamoeiro (SILVA et al., 2016),
milho (SANTOS et al., 2018) entre outras. Porém, ainda sdo incipientes trabalhos dessa
natureza envolvendo a cultura da melancia.

Diante ao exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi estimar parametros
genéticos, bem como as correlacdes e os efeitos diretos e indiretos de caracteristicas

morfoagronémicas de melancia associadas a planta e ao fruto.

3.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido entre abril e agosto de 2018 no Campo Experimental
da Embrapa Semiarido, localizado no perimetro irrigado do projeto Bebedouro, no
municipio de Petrolina-PE. Foram utilizados seis genotipos (G) de melancia (G1:
17.31715, G2: 17.31717, G3: 17.31721, G4: 17.31716, G5: 17.31719 e G6: 17.31720)

em delineamento de blocos casualizados (DBC) com trés repeticoes.
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As sementes dos gendtipos foram postas para germinar em bandejas de poliestireno
expandido, contendo substrato comercial para hortalicas. Aos 12 dias apds o semeio,
efetuou-se o transplantio das mudas para 0 Campo Experimental de Bebedouro, em solo
previamente preparado e coberto com mulching plastico de coloracdo cinza, no
espacamento de um metro entre plantas e 2,5 m entre fileiras. Com base nas analises de
solo e recomendacdes de Mendes et al. (2010) foram colocados em fundac&o 30 kg ha
de N, 80 kg ha'* de P20s, e 30 kg ha de K,0, mais 15 kg ha* de ZnSO4 e 10 kg ha* de
CuSOs. Enquanto que a adubacdo de cobertura foi realizada via agua de irrigagéo,
utilizando se 50 kg ha* de N, na forma de Ca (NOs3). e 40 kg ha* de K20, sendo utilizado
KCI, aplicados até 50 e 60 dias apds o semeio, respectivamente.

A irrigacdo foi por gotejamento e a ldmina diaria de agua aplicada conforme
necessidade da cultura, em funcdo das condic¢des climaticas, monitorada por estacdo
meteorologica localizada proxima a drea experimental. Os Coeficientes da Cultura (Kc’s)
utilizados para célculo da Evapotranspiracdo da Cultura (ETc) foram os obtidos por
Freitas e Bezerra, (2004) na regido de Canindé-CE, em melancia ‘Crimson Sweet’ ¢ 0s
valores correspondentes foram: 0,46 a 0,70 na fase vegetativa, 0,89 a 1,22 na floragéo e
1,14 a 0,74 na frutificagdo. Os tratos fitossanitarios foram realizados pela aplicacdo de
agroguimicos registrados para a cultura junto ao Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), e 0 manejo de plantas daninhas por capina manual.

Apos o transplantio, as mudas foram cobertas com manta agrotéxtil até o periodo
de floracéo, ocasido em que esta foi removida para que houvesse a polinizacdo. 70 dias
apos o plantio realizou-se a colheita dos frutos. Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: Comprimento (CFC) e largura (LFC) das folhas cotiledonares em cm,
medidas com auxilio de régua milimetrada (Waleu); a massa de fruto (MF) em
quilogramas (kg), obtido por meio de balanga digital com capacidade para 50 kg (Big Star
Plus: bsp-2001); o tipo de listra no fruto (TLF), em escala de notas (1- definida, 2- difusa);
largura da listra nos frutos (LL) em cm, mensurado com régua milimetrada (Waleu);
forma do fruto na secdo longitudinal (FSL) em escala de notas (1- circular, 2- eliptica
larga, 3- eliptica, e 4- eliptica alongada); a forma do fruto na sessdo apical (FFA) em
escala de notas (1- plana, 2- plana arredondada, 3- arredondada, 4- arredondada a conica
e 5- conica); o teor de sélidos soltveis (TSS) em °Brix, utilizando refratbmetro portatil
de bancada (Instrutherm: RTD-95); relacdo do comprimento/largura do fruto (CFR/LFR)
em cm, utilizando régua milimetrada (Waleu); a espessura da casca (EDC) em cm,

mensurado com auxilio de régua milimetrada (Waleu); a firmeza da polpa (FP) em
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Newton (N), utilizando um penetrometro manual (Instrutherm: PTR-300), com ponteira
de 8 mm de diametro; comprimento (CS), largura (LS), espessura (ES) em cm, medido
com auxilio de paquimetro digital (Stainless Hardened: JL-YB5474), e massa (MS),
mensurada com auxilio de balanga de precisdo (Bel: S2202H), em dez sementes/fruto;.
Foram feitos os testes de homogeneidade das variancias (BARTLETT, 1937), bem
como o teste de normalidade dos dados, utilizando o teste do qui-quadrado (X?). Para as

variaveis que ndo atenderam as pressuposi¢cdes de homogeneidade e normalidade (LS,

CFC, TLF, LL e FFA) foram realizadas transformacdes utilizando a formula: (x—ik) sendo

x= valor da variavel, e k= constante. Repetiu-se a analise para verificar se a
transformacéo foi eficiente.

Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia. Posteriormente,
foi realizado o calculo dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre os caracteres,

estimada pela expresséo:

Cov(X,Y)  oxy

w00 V) Ox- 0y

Em que: oy y € a covariancia entre as variaveis aleatorias X e Y; gy € 0 desvio
padrdo da variavel aleatéria X; e gy € 0 desvio padrdo da variavel aleatoria Y.

Em seguida as correlacfes foram desdobradas para se estimar os efeitos diretos e
indiretos sobre as caracteristicas avaliadas (varidveis independentes) sobre o
comprimento de semente (variavel basica, escolhida buscando acompanhar o novo
segmento de mercado, na reducdo do tamanho dos frutos), por meio da anélise de trilha
(WRIGHT, 1921, 1923; CRUZ et al., 2012).

A verificagdo de multicolinearidade entre as variaveis independentes foi realizada
pela analise dos autovalores da matriz (X'X), conforme descrito por Carvalho et al. (2002)
e utilizada por (SALLA et al., 2015).

Além disso, foi estimado o grau de multicolinearidade tendo como base o niUmero
de coincidéncia (NC), que € a razéo entre o maior e 0 menor autovalor da matriz, em que:
se NC<100, a colinearidade é fraca; se 100<NC<1.000, a colinearidade é de moderada a
forte; e se NC>1.000, a colinearidade é severa (MONTGOMERY e PECK, 1982). Apo6s
a constatacdo de multicolinearidade, de forte a severa, entre a0 menos um par de variaveis,

utilizou-se o método de analise de regressao em crista ou em cumeeira (CARVALHO,
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1995) pelo qual, adicionou-se uma constante (k) & diagonal da matriz de correlagdo X’X,
buscando reduzir a variancia associada ao estimador de minimos quadrados da analise de
trilha. Todas as andlises foram realizadas com auxilio do software Genes, versdo 3.0,
(CRUZ, 2016).

3.3 Resultados e discussao

Houve diferenca significativa para quase todas as caracteristicas avaliadas, exceto
para o formato de fruto na sessdo longitudinal (Tabela 1). Esses resultados evidenciam
que os genotipos avaliados apresentam variagdes morfoldgicas entre si. Santos et al.
(2018), ao avaliarem, parcialmente essas mesmas caracteristicas também obtiveram
diferencas significativas para a maioria delas. Entretanto, Souza et al. (2013), ao
utilizarem, parcialmente os mesmos descritores do presente estudo para avaliarem a
capacidade de combinacdo entre genotipos de melancia, ndo encontraram diferencgas
significativa para dois descritores empregados. A diferencga de resultados dos que foram
encontrados no presente estudo para os demais citados, possivelmente, pode ser atribuida
ao maior efeito do ambiente na expressdo fenotipica das caracteristicas, bem como a
diferenca geneética entre as populacGes, uma vez que os gendtipos utilizados nos trés
estudos sdo contrastantes.

Os coeficientes de variagdo experimental (CVe), para quase todas as
caracteristicas, foram inferiores a 17% (Tabela 1) evidenciando boa precisdo
experimental, bem como a minima influéncia do ambiente sobre a expressao genotipica,
representada pelo fenétipo. Carmo et al. (2015), ao avaliarem o desempenho agronémico
de cultivares de melancia no cerrado de Boa Vista (RO), também observaram baixos
valores para os CVe. Esses baixos valores podem estar associados a boa precisao
experimental, visto que o carater produtividade, influenciado por varios genes, obteve
baixo valor.

Ainda, com base no CVe do presente estudo, a MS apresentou o maior valor
(37,86%) (Tabela 1). Resultado diferente foi observado por Nascimento et al. (2016) ao
avaliarem genitores e hibridos (9,10%) no estudo da capacidade de combinacdo. Muitos
trabalhos associam altos valores de CVe a baixa precisdo experimental. Contudo, Garcia
(1989) e Scapim et al. (1995) defendem que essa conclusdo é bastante ampla e ndo
considera as especificidades da cultura estudada, e, principalmente, ndo faz distin¢ao

entre a natureza da caracteristica avaliada. Desta forma, vale ressaltar que além da
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precisdo experimental este parametro também ¢é utilizado para estimar a existéncia de
variabilidade entre genotipos, o que justifica o alto valor do presente estudo para o carater
em questdo, visto que é possivel observar variacdo da média entre os genétipos de 0,14 a
0,90 (Tabela 1).

O coeficiente de variacdo genético (CVg) foi superior ao CVe para a maioria das
caracteristicas avaliadas (Tabela 1), indicativo de que o feno6tipo mensurado foi, na sua
grande maioria, de origem genética. Por outro lado, com o FFA e o TSS aconteceu o
inverso. A possivel explicacdo para 0 comportamento desse Ultimo carater seja a sua
complexidade em relagdo ao controle genético. Segundo Ramalho et al. (2008),
caracteristicas com heranca complexa sao expressos devido a interacdo de mais de dois
genes, caracterizando-se como poligénico e, consequentemente, sofrendo forte influéncia
do ambiente.

Foram observados valores elevados da relagédo entre o CVVg/CVe para a maioria
das caracteristicas com valores acima da unidade, com excecdo da FFA e do TSS que
expressaram valores abaixo de um (Tabela 1). Esses resultados evidenciam que a maioria
dessas caracteristicas, podem ser exploradas dentro dos programas de melhoramento,
buscando desenvolver novas cultivares, visto que, segundo Vencovsky (1987), quanto
maior o valor dessa relacdo maiores sdo as chances de sucesso, pois valores iguais ou
superiores a um indicam maiores chances de ganho genéticos durante a selecdo. Esses
resultados sdo reforcados pelas variagdes genéticas (S2g) e ambientais (S%a) que se
apresentam em consonéncia, dos quais o0 primeiro parametro se mostrou superior ao
segundo para quase todas as caracteristicas. Porém, a FFA e o TSS apresentaram
comportamento contrario em relacdo aos parametros anteriores, nos quais os fatores
ambientais superaram 0s genéticos.

A herdabilidade (h?) das caracteristicas avaliadas nas populacdes esta apresentada
na Tabela 1, sendo possivel observar que variou de 64,07% a 99,76% para a FFA e para
o TLF, respectivamente. Esse mesmo resultado para a h?, foi observado por Souza et al.
(2014) ao estimarem parametros geneticos em uma populacdo F3 de melancia. Estudos
nos quais sdo verificados valores elevados de herdabilidade refletem a grande chance de
sucesso em se melhorar o caracter, devido ao fenotipico mensurado ser, na sua grande
maioria, de origem genética (RAMALHO et al., 2012). Ainda segundo Ramalho et al.
(2012), durante a selecdo indireta, € necessario que o caracter utilizado como

indiretamente para se melhorar outro apresente alta herdabilidade, possivelmente, devido
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aos indicios de ser uma caracteristica de heranca simples, o que facilita as fases de

melhoramento das caracteristicas.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia, com as médias, erro padrdo, os coeficientes de variacdo experimental
(CVe), genético (CVQ), relacdo entre o (CVg/CVe), variancia genética (S?%), ambiental (S2.), herdabilidade (h?) e
os valores minimos e maximos das caracteristicas morfoagronémicas avaliadas nos genétipos de melancia.

Caracteristica’ QM Meg;?jégrro CVe ) CVgw CVO/ICVe S% S%  h?@) Minimo Maximo
CS 14,68** 8,01+£0,98 1531 26,18 1,71 4,395 1,498 89,80 5,69 11,89
LS 0,01** 0,22+0,03 16,03 23,72 1,48 0,003 0,001 86,78 0,12 0,30
ES 0,03** 194+0,05 3,63 5,15 1,42 0,010 0,005 8583 1,72 2,11
MS 0,23** 041+012 3786 62,85 1,66 0,068 0,025 89,20 0,14 0,90
CFC 0,04** 0,45+0,04 451 2567 569 0,013 0,004 98,98 0,27 0,59
LFC 0,74** 153+0,19 485 32,14 6,63 0,243 0,006 99,25 1,07 2,23
TLF 0,46** 1,76 0,08 2,76 32,5 11,77 0,154 0,001 99,76 1,00 2,00
ICL 30,13** 6,40+1,22 5,19 49,4 952 10,01 0,110 99,63 1,00 9,00
LL 0,26** 2,62+0,12 3,50 18,49 5,28 0,09 0,003 98,82 1,00 1,81
FSL 3,25**  2,73+041 7,97 37,85 4,75 1,068 0,047 98,55 1,00 4,00
FFA 0,01™  041+£0,03 16,01 12,33 0,77 0,002 0,004 64,07 0,27 0,60
C/D 0,45** 156+016 941 24,29 2,58 0,144 0,022 95,23 1,05 2,41
EC 0,04** 1,09+0,05 5,90 9,38 1,59 0,011 0,004 88,30 0,90 1,33
FP 15,43** 6,87+0,92 1333 32,12 2,41 4,865 0,836 94,58 4,13 12,75
TSS 0,74* 10,24+£0,24 4,60 4,05 0,88 0,172 0,220 70,09 9,40 11,46

™ significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
1 CS= comprimento, LS= largura, ES=espessura, ¢ a MS= massa de dez semente/fruto; CFC= comprimento, e a
LFC=largura de folhas cotiledonares, MF= massa de fruto, TLF= tipo de listra nos frutos, ICL= intensidade de
coloracéo da listra, LL= largura de listas, FSL= forma do fruto na sesséo longitudinal, FFA= forma do fruto na
sessdo apical, C/D= relacdo do comprimento largura de fruto, EC= espessura de casca, FPC= firmeza da polpa, e
TSS= teor de sélidos sollveis.

Na tabela 2 s@o apresentados os resultados das correlacBes entre os pares de

caracteristicas. No entanto antes de realizar as interpretacGes dessas correlagcdes devem
ser levados em consideragdo alguns aspectos: a magnitude, e a direcéo dos valores (CRUZ
et al., 2012). Quanto mais proximo de um for o valor, maior é a relacdo entre o par de
caracteristicas ou vice versa, e quando os valores entre 0s pares apresentarem sinais
positivos indica 0 aumento simultaneo entre o par de caracteristicas, ao passo que valores
negativos indicam que um carater aumenta enquanto o outro reduz.

Considerando os aspectos mencionados, para as correlacdes de Pearson do
presente estudo, foi observado que o CS se apresentou altamente correlacionado com a
LS e a MS (Tabela 2), evidenciando que, durante a melhoria do tamanho de semente
utilizando o CS como variavel resposta ela aumenta a LS e MS. Esse mesmo resultado

foi observado por Hawkins e Dane (2001), quando estudaram a associacdo de marcadores
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moleculares com caracteristicas morfologicas. Corroboraram, parcialmente, esses
mesmos resultados os relatados por Sari et al. (2017), que também encontraram altos

valores para a relacdo entre o0 CS e a LS. Essa alta associacdo do CS com a LS ja era de

se esperar por se tratar de duas caracteristicas intimamente ligadas.

Tabela 2. Estimativas de correlacGes de Pearson entre caracteristicas avaliadas em genotipos de melancia.

® caracteristicas

CS LS ES MS CFC LFC TLF ICL LL FSL FFA C/D EC FPC TSS
Cs 1 0,99** 0,559 0,99** 0,62 0,52 -0,69 -0,58 -0,69 0,40 0,29 0,57 0,52 -0,51 -0,02
LS 1 052 099** 0,57 0,47 -0,68  -0,60 -0,67 0,41 0,31 0,56 0,52 -0,55 -0,01
ES 1 058 095** 096** -048 -0,29 -0,58 0,46 0,16 0,38 0,32 -0,32 -0,08
MS 1 0,61 0,51 -0,72  -0,62 -0,72 0,41 0,31 0,59 0,53 -0,51 -0,07
CFC 1 0,99** -0,57 -044 -0,65 0,69 0,42 0,57 0,54 -0,57 -0,72
LFC 1 -0,45 -0,30 -0,53 0,64 0,33 0,46 0,44 -0,51 0,01
TLF 1 0,96** 0,99** -0,59 -0,70  -0,89** -0,75 0,52 0,64
ICL 1 0,93** -0,65 -0,82** -0,94** -081 0,60 0,64
LL 1 -0,57 -0,64 -0,85*  -0,69 0,47 0,66
FSL 1 -0,90* 0,86*  092* -095** -0,02
FFA 1 0,93** 0,94** -085* -031
C/D 1 0,96**  -0,80 -0,41
EC 1 -0,90  -0,15
FPC 1 -0,16
TSS 1

1) CS= comprimento, LS= largura, ES=espessura, € a MS= massa de dez semente/fruto; CFC= comprimento,
e a LFC=largura de folhas cotiledonares, MF= massa de fruto, TLF= tipo de listra nos frutos, ICL= intensidade
de coloracdo da listra LL= largura de listas, FSL= forma do fruto na sessdo longitudinal, FFA= forma do fruto
na sessdo apical, C/D= relacdo do comprimento largura de fruto, EC= espessura de casca, FPC= firmeza da
polpa, e TSS= teor de sélidos soluveis; *, ** significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo
teste t.

Ainda, com base no CS, foram observadas correla¢cdes moderadas com ICL, C/D,
EC, TLF e LL (Tabela 2), indicando que essas duas Ultimas variaveis podem ser utilizadas
para melhorar o comprimento de semente, ambos os pares (CS-TLF, e CS-LL) indicam
ganhos inversamente proporcionais. A possivel explicacdo para esta associacdo seja a
proximidade dos genes que exercem efeitos nessas caracteristicas, desse modo o TLF se
apresenta como forte candidato a marcador fenotipico quando o objetivo for identificar,
dentro das populages, individuos com tamanho de semente de interesse.

Para a LS foi observada correlacdo positiva e alta com a MS, indicando que a
utilizacdo dessa primeira caracteristica para melhorar a segunda ocorre o incremento de
maneira simultanea (Tabela 2). Corroboram, parcialmente, os resultados de Sari et al.
(2017) que, encontraram associagdo diferente para esse par de caracteristicas, onde a

correlagdo foi positiva, porém e baixa. Esse contraste pode ser explicado devido a
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influéncia do ambiente, no estudo citado, ter interferido na expressdo fenotipica dessas
caracteristicas, diferente do que foi observado no presente estudo onde, por meio da
estimativa dos pardmetros genéticos (Tabela 1) é possivel observar que o fendtipo
mensurado representa de fato o gendtipo das populagdes.

Ainda com base na LS, foram observadas correlacdes positivas e moderadas com
0 ES, CFC, LFC, TLF, C/D e a EC, e moderadas e negativas com a ICL, LL e a FPC,
evidenciando que quando se deseja melhorar a LS, a TLF é o carater mais indicada, visto
que, um dos objetivos dos estudos de correlagdes é conseguir melhorar um carater com
base em outro, sendo o descritor utilizado como variavel resposta de facil e rapida
mensuracao, desse modo conseguindo antecipar o melhoramento do carater de interesse,
bem como a selecdo dos individuos promissores.

Ainda na Tabela 2, a ES apresentou correlagdo alta com o CFC e a LFC, ambas
positivas, evidenciando que existem grandes chances de se melhorar a ES utilizando essas
duas variaveis. Ao se explorar o CFC buscando melhorar a ES o ganho sera simultaneo,
ou seja, uma maior espessura de semente ira proporcionar plantulas com maior tamanho
de folhas cotiledonares, esse mesmo comportamento podera ser observado quando
utilizada LFC o que implica em dizer que, sementes mais espessas originara plantulas
com folhas de cotilédones mais largos. Ainda para esse mesmo caracter, foram
observadas correlacfes moderadas, positivas para MS, e negativa para LL, evidenciando
que, possivelmente, a reducdo na ES pode ser feita de maneira indireta utilizando esse
altimo descritor.

Foram observadas correlag6es altas entre a MS com o TLF e a LL (Tabela 2),
ambas de sinal negativo, evidenciando que 0 ganho genético entre essas caracteristicas €
inversamente proporcional. Porém, devido a associacdo desses descritores, um da fase
inicial de desenvolvimento da cultura e as outras duas da fase de frutificacdo, ambas
podem ser utilizadas, indiretamente, para reduzir o CS visto que, existe uma alta
associacdo ente MS-CS. Ainda com base na MS, as correlacdes entre a C/D, e EC foram
moderadas e com sinais positivos, levando a inferir que a MS pode ser utilizada para
selecionar gend6tipos com diferentes formatos de frutos, bem como com maior espessura
de casca, caracter que pode esta diretamente relacionada a maior resisténcia ao transporte.

Ainda com base na associacdo entre a MS com a C/D e a EC (Tabela 2)
Bhagyalekshmi et al. (2020), ao estudarem a relagdo genotipica da MS com a EC em

gendtipos de melancia, encontraram valores diferentes dos que foram observados no
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presente estudo, ao qual obtiveram baixa associa¢do entre essas duas caracteristicas,
evidenciando que o ambiente exerceu maior influéncia sobre o fenétipo.

Mesmo com 0s baixos valores observados para alguns pares de caracteristicas do
presente estudo, é preciso levar em consideracdo que correlagdes lineares iguais a zero
indicam a falta de relacdo direta entre um par qualquer de caracteristicas (NOGUEIRA,
2012), possivelmente, devido a falta de pleiotropismo ou ligagdo dos genes
(ENTRINGER et al., 2014). Por outro lado, correlacgdo linear igual a zero, ndo reflete a
falta de relacdo entre as mesmas.

Possivelmente, os baixos valores das correlagbes podem estar associados aos
mesmos fatores que fazem com que a correlacdo linear apresente valor igual a zero, ou
ainda devido a interferéncia de uma variavel sobre as demais, sendo que esses efeitos ndo
sdo visualizados pelas correlagdes lineares, necessitando de analises mais robustas, a
exemplo da anélise de trilha, que possibilita fazer inferéncias dos efeitos diretos e
indiretos de um carater primario sobre secundarios. Buscando entender essa relacédo de
causa e efeito das caracteristicas do presente estudo, foi realizada analise de trilha e na
tabela 3 estdo apresentados os resultados.

Por meio do diagnostico de multicolinearidade foi possivel observar que, para
algumas das caracteristicas, o numero de fatores de inflacdo da variancia (VIF)
apresentaram valores superiores a 10 e 0 numero de condi¢do (NF) maior do que 1.000,
caracterizando a existéncia de colinearidade severa. Esse mesmo resultado foi observado
por Azevedo et al. (2016), ao estudarem os efeitos diretos e indiretos em couve. A
possivel solucdo para amenizar esse problema, seria a exclusdo de uma dessas
caracteristicas que estdo ocasionando a multicolinearidade (TOEBE e CARGNELUTTI
FILHO, 2013), porém essa exclusdo resulta em perda de informagdes.

Desse modo, no presente estudo, ap6s a identificagdo de multicolinearidade
severa, realizou-se a andlise de trilha em crista, metodologia proposta por Carvalho
(1995), utilizada para estimacdo dos parametros, onde uma constante k (0,2775) foi
adicionada a diagonal da matriz X’X determinada pelo exame do traco da crista, e 0s
coeficientes de trilha foram escolhidos em razédo dos valores de k, que podem variar de 0
a 1, permitindo a correcdo das distor¢Bes. Logo apds analise em crista, foi possivel
observar valores de FIV sempre menores que 10, caracterizando maior confiabilidade nas
interpretacdes de causa e efeito entre os caracteres estudados (Tabela 3) o que implica em
dizer que néo existe multicolinearidade influenciando indevidamente as estimativas dos
efeitos (NETER et al., 2005).
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Por meio do coeficiente de determinacédo foi possivel observar que 90% do CS
podem ser explicados pelo efeito das varidveis secundarias analisadas (Tabela 3). Essa
variacdo pode ser interessante quando o carater que exerce efeito direto sobre a variavel
principal, apresenta heranga simples. No caso do TLF, Gama et al. (2015) determinaram
que o controle genético para esse caracter € de heranca simples, conferido por um gene
com dominancia completa para presenca de listras. No entanto, é necessario levar em
consideracao que a heranca de um caracter € restrita a populacédo estudada e nao deve ser
extrapolada a outras (RAMALHO et al., 2012). Desse modo, os resultados dos efeitos
diretos e indiretos para o caracter em questdo se restringem, apenas, a essas populacées
do presente estudo.

De modo geral, a maioria dos efeitos diretos teve o mesmo sinal das correlagdes.
No entanto, além de sinais iguais, a LS e a MS tiveram suas magnitudes elevadas, pois,
superaram a estimativa do efeito residual em 1,07 e 1,10 vezes, respectivamente (Tabela
3). Isso implica em dizer que, para as caracteristicas com valor inferior ao do efeito da
variavel residual, as variaveis auxiliares sdo as principais responsaveis pelas variacoes
observadas na variavel principal e, inferindo que a selecdo indireta seré eficiente (CRUZ
etal., 2012).

Assim, a MS apresentou efeito direto positivo e superior aos indiretos (0,3457),
evidenciando ser uma das varidveis mais promissoras na obtencdo de respostas
correlacionadas com o CS. Resultado similar foi observado para a ES, que apresentou
efeito direto positivo. No entanto, o maior valor foi observado na variavel indireta MS
(0,2017). Esta altima evidencia ser a variavel mais promissora na obtencdo de respostas
correlacionadas, devido a magnitude do efeito direto (0,3457) ter superando o efeito da
variavel residual, bem como a alta correlagdo entre o CS e a MS (0,9981).

O segundo caracter com o maior valor positivo para o efeito direto (0,1260) foi o
TLF que, apesar de ndo ter superado o efeito da variavel residual apresentou correlacédo
alta (0,7444) (Tabela 3). Esse resultado sugere que o caracter em questdo tem grandes
chances de ser utilizado como variavel indireta durante o melhoramento do tamanho de
semente.

Segundo Cruz et al. (2012), a alta correlacdo de algumas variaveis com a principal,
nem sempre indica que sdo a causa determinante das variagdes sobre o caracter de
interesse, isso acontece devido ao efeito direto ndo superar o efeito residual. Essa situa¢éo
pode ser observada, no presente estudo, para a ES onde os efeitos indiretos da MS

(0,2017) e da LS (0,1833) tiveram valores maiores que o direto. O mesmo aconteceu para



66

a LFC, onde a MS e a LS apresentam efeitos indiretos superiores ao direto de 0,1770 e

0,1763, respectivamente. O TLF apresentou efeito indireto superior ao direto, para a MS

(0,2671) e a LS (0,2286), respectivamente. A CF/DF também apresentaram valores dos
efeitos indiretos da MS (0,2032) e LS (0,1949) superiores ao direto. A EC teve 0 mesmo

comportamento paraa MS e a LS, com valores de 0,01827 e 0,1910, respectivamente.

Tabela 3. Estimativa dos efeitos diretos e indiretos de caracteristicas avaliadas em genotipos de melancia sobre o

comprimento de semente, por meio da analise de trilha sob multicolinearidade (regressdo em crista).

Carater Efeito via CS Carater Efeito via CS Cardter Efeito via CS |Carater Efeito via CS
LS direto -0.33 |ES direto 005 |Ms direto 0.35 |CFC direto -0.03
indireto ES  -0.03 indireto LS 0.18 indireto LS  0.33 indireto LS -0.21

MS  -0.34 MS  0.20 ES  0.03 ES -0.05

CEC -0.02 CFC 0.03 CFC 0.02 MS -0.21

LEC  0.01 LFC -0.02 LFC -0.01 LFC 0.02

TLF  -0.09 TLF  0.07 TLF 0.10 TLF -0.07

ICL  -0.03 ICL  0.02 ICL 0.04 ICL -0.02

LL -0.07 LL 0.06 LL 0.08 LL -0.06

FSL  0.04 FSL  -0.03 FSL -0.03 FSL 0.05

FFA 0.03 FFA -0.01 FFA -0.03 FFA 0.03

cD  -0.01 C/ID  0.01 C/ID 0.01 c/D -0.01

EC -0.02 EC 0.01 EC 0.02 EC -0.02

FPC  -0.02 FPC  0.01 FPC 0.01 FPC -0.02

TSS -0.01 TSS -0.01 TSS -0.01 TSS -0.01

Total (r) -0.98 | Total (r) 0.59 | Total (1) 0.99 | Total (1) -0.62
Carater Efeito  via CS Carater Efeito via CS Cardter Efeito  via CS |Cardter Efeito via CS
LFC direto -0.02 |TLF direto 0.13 |IcL direto -0.06 | LL direto -0.10
indireto LS 0.18 indireto LS 0.23 indireto LS  -0.19 indireto LS  -0.22

ES 0.05 ES 0.03 ES -0.01 ES -0.03

MS 0.18 MS 0.27 MS -0.21 MS -0.26

CFL  0.03 CFC 0.02 CFC -0.01 CFC -0.02

TLF  0.07 LFC -0.01 LFC 0.01 LFC 0.01

ICL 0.02 ICL 0.05 TLF -0.12 TLF -0.13

LL 0.06 LL 0.10 LL -0.09 ICL -0.05

FSL -0.05 FSL -0.04 FSL 0.05 FSL 0.04

FFA -0.03 FFA -0.05 FFA 0.06 FFA 0.05

C/D 0.01 C/D 0.02 C/ID -0.02 C/D -0.02

EC 0.01 EC 0.02 EC -0.02 EC -0.02

FPC 0.01 FPC 0.01 FPC -0.02 FPC -0.01

TSS 0.00 TSS -0.07 TSS 0.08 TSS 0.08

Total (r) 0.5162 | Total (r) 0.74 | Total (r) -0.58 | Total (1) -0.72
Carater Efeito via CS Carater Efeito via CS Cardter Efeito via CS |Carater Efeito via CS
FFL direto -0.076 | FFA direto 0.09 |CF/DF direto 0.02 | EC direto 0.03
indireto LS  0.1654 indireto LS -0.12 indireto LS  0.19 indireto LS 0.19
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ES 0.02 ES -0.01 ES 0.02 ES 0.02
MS 0.14 MS  -0.10 MS  0.20 MS 0.18
CFC 0.02 CFC -0.01 CFC 0.02 CFC 0.02
LFC -0.01 LFC 0.01 LFC -0.01 LFC -0.01
TLF 0.07 TLF -0.07 TLF 0.11 TLF 0.09
ICL 0.04 ICL -0.04 ICL 0.05 ICL 0.05
LL 0.06 LL -0.05 LL 0.09 LL 0.07
FFA -0.08 FSL 0.07 FSL -0.06 FSL -0.07
C/D 0.02 C/ID -0.02 FFA -0.08 FFA -0.08
EC 0.03 EC -0.03 EC 0.03 C/D 0.02
FPC 0.03 FPC -0.02 FPC 0.02 FPC 0.03
TSS -0.002 Tss  0.02 BC -0.05 TSS -0.02
Total (r) 0.40 | Total (r) -0.28 | Total (1) 0.57 | Total (r) 0.52
Carater  Efeito via CS Carater  Efeito via CS
FPC direto -0.03 | TSS direto 0.12
indireto LS -0.21 indireto LS 0.03
ES -0.02 ES -0.004
MS  -0.18 MS  -0.02
CFC -0.02 CFC 0.002
LFC o0.01 LFC 0.0003
TLF -0.06 TLF -0.08
ICL -0.04 ICL -0.04
LL -0.05 LL -0.07
FSL 0.07 FSL 0.00
FFA  0.08 FFA  0.02
C/ID -0.02 C/D -0.01
EC -0.03 EC -0.005
TSS -0.02 FPC 0.005
Total (r) -0.51 | Total (r) -0.02

Coeficiente de determinacdo= 0.90

valor de K= 0.28

Efeito da variavel residual= 0.31

CS= comprimento, LS= largura, ES=espessura, e a MS= massa de dez semente/fruto; CFC= comprimento, e a

LFC=largura de folhas cotiledonares, MF= massa de fruto, TLF=tipo de listra nos frutos, ICL= intensidade de coloragéo

da listra, LL= largura de listas, FSL= forma do fruto na sessdo longitudinal, FFA= forma do fruto na sessdo apical,

C/D= relacdo do comprimento largura de fruto, EC= espessura de casca, FP= firmeza da polpa, e TSS= teor de sélidos

solaveis.
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3.4 Conclusoes

1- Os parametros genéticos determinaram a maior contribuicdo genotipica na expressao

do fen6tipo mensurado nas populagdes;

2- As altas herdabilidades evidenciam grandes chances de sucessos em se obter ganhos

genéticos com a selecéo;

3- Os resultados das correlagdes evidenciaram que o comprimento (CS) ou a largura (LS)
de semente pode ser utilizada como variavel resposta, para 0 melhoramento do tamanho

de semente.

4- As correlacdes de Pearson evidenciaram que o melhoramento do tamanho de semente
pode ser realizado utilizando o tipo de listras do fruto (TLF) como variavel indireta, esse

mesmo resultado foi evidenciando pela a analise de trilha.
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4. TRANSFERIBILIDADE DE PRIMERS MICROSSATELITES DO TIPO SSR
DESENVOLVIDOS PARA A CULTURA DO MELOEIRO EM MELANCIA

Resumo: A técnica da transferibilidade consiste em testar sequéncias de uma determinada
espécie em outra geneticamente relacionada, a qual ndo se tem primers desenhados, ou
ainda quando se busca aumentar a quantidade de primers. No entanto, a técnica pode ser
explorada com o objetivo de garantir a continuidade de novos programas de
melhoramento até mesmo a programas mais antigos que trabalham com diversas culturas.
Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi estudar a transferibilidade de primers
SSR de mel&o que possibilitem o aproveitamento dessas sequéncias para auxiliarem o0s
programas de melhoramento para a melancia. Para isso, foram testadas 31 sequéncias
desenhadas para meldo em seis gendtipos de melancia. Apds as extragdes de DNA, 0s
amplicons foram levados a eletroforese horizontal em gel de agarose a 2% e corados com
brometo de etidio, em seguida os géis foram revelados em fotodocumentador digital e
analisados. A transferibilidade foi verificada através da avaliacdo de presenca (1) ou
auséncia de banda (0). Os locos microssatélites sintetizados para meldo mostraram-se
100% transferiveis para todos os individuos de Citrullus lanatus, evidenciando que essas
sequéncias podem ser utilizadas dentro dos programas de melhoramento genético para a
melancia. No entanto, é necessaria a coleta de informacfes adicionais sobre o
polimorfismo dos primers nas populacfes as quais se pretende estudar.

Palavras-chave: sequéncia simples repetida, polimorfismo, semelhanca gendmica

Abstract: The transferability technique consists of testing sequences of a given species
in another genetically related one, which does not have primers designed, or even when
trying to increase the quantity of primers. However, the technique can be explored in
order to guarantee the continuity of new breeding programs even to older programs that
work with different cultures. Thus, the objective of the present work was to study the
transferability of melon SSR primers that enable the use of these sequences to assist the
improvement programs for watermelon. For this, 31 sequences designed for melon in six
watermelon genotypes were tested. After the DNA extractions, the amplicons were taken
to horizontal electrophoresis on a 2% agarose gel and stained with ethidium bromide,
after which the gels were developed on a digital photo-documenter and analyzed.
Transferability was verified by assessing the presence (1) or absence of band (0). The

microsatellite loci synthesized for melon proved to be 100% transferable to all individuals
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of Citrullus lanatus, showing that these sequences can be used within the breeding
programs for watermelon. However, it is necessary to collect additional information about
the polymorphism of primers in the populations to be studied.

Keyword: Simple Sequence Repeats, polymorphism, genomic similarity

4.1 Introducao

Com o advento dos marcadores moleculares, o melhoramento genético das
espécies de importancia econbémica passou a ser realizado de maneira mais rapida e
eficaz, por se tratar de uma ferramenta que utiliza sequéncias do DNA buscando revelar
polimorfismo entre individuos geneticamente relacionados (CAIXETA et al. 2013). Além
disso, a utilizacdo de marcadores moleculares reduz significativamente os erros atribuidos
ao ambiente durante o processo de caracterizacdo de germoplasma, uma vez que, 0
fendtipo observado nas caracteristicas morfoldgicas sofre influéncia do ambiente
(BEARZOTI e VENCOVSKY 2002), possivelmente, devido ao fenotipico apresentar
contribuicdo genética e ambiental e em alguns casos 0 ambiente exercer maior influéncia.

Existem varios tipos de marcadores moleculares, sendo os marcadores do tipo
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) ou SSR (Simple Sequence Repeats) 0s mais
utilizados. Além desses pode ser citados os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism),
devido a facilidade de utilizacdo da técnica, requerer baixa quantidade de DNA entre
outras vantagens (BOREM e CAIXETA 2016). A utilizacio desses marcadores depende
do objetivo do estudo e os microssatélites ISSR sdo comumente utilizados para estimar a
similaridade genética entre acessos, enquanto que o SSR ¢é indicado para estudos que
envolvem hibridos ou populagfes segregantes, bem como em estudos de diversidade, pois
consegue diferenciar os homozigotos dos heterozigotos, mas ambos apresentam
sequéncias curtas facilitando a amplificacdo de regides especificas do DNA
(TURCHETTO-ZOLET et al. 2017). Os marcadores do tipo SNPs, além das utilizacdes
dos ISSR e SSR, podem ser utilizados para estudo de evolugdo, devido conseguirem
identificar variacdes entre individuos a um unico par de base (CAIXETA et al. 2016).

Para algumas culturas, devido ao elevado custo em montar bibliotecas genémicas,
enriquecimento do banco, e principalmente a etapa de selecdo das sequéncias que sdo
trabalhosas e demoradas (ZANE et al. 2002), pesquisadores tém trabalhado com a técnica
da transferibilidade, que consiste em testar a amplificacdo de sequéncias de

oligonucleotideos desenvolvidos para uma espécie mais estudada em outra com trabalhos
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incipientes ou iniciais, porém ambas aparentadas. A técnica tem se mostrado eficiente
para diferentes familias, como relatado em estudos anteriores com a cultura do maracuja
por Silva et al. (2019); coco (MISTURA et al. 2012) e outro bem-sucedido realizado por
Priori et al. (2013), no qual foi estudado a transferibilidade para a Cucurbita
argyrosperma e Cucurbita ficifolia empregando marcadores microssatélites de Cucurbita
pepo para a familia das Cucurbitaceas.

Com o sucesso da transferibilidade, programas de melhoramento recém
implementados podem diversificar seus trabalhos, uma vez que, com recursos limitados
explorar os diferentes leques de possibilidades é tarefa fundamental para manter o
programa progredindo. Além disso, os programas de melhoramento mais antigos tambem
podem utilizar essa estratégia, quando dentro dos laboratorios existe uma diversidade de
espécies em estudo, desse modo evidenciando que a técnica € uma ferramenta auxiliar
atil no melhoramento de culturas aparentadas.

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi testar a transferibilidade de
primers microssatélites de meldo, que possibilitem o aproveitamento de sequéncias no

melhoramento da melancia.

4.2 Material e Métodos

Seis genotipos de melancia (1= 31715.001; 2= 31577.002; 3= 31581.002; 4=
3185.001; 5= 31717.005 e 6= 31608.001), contrastantes para caracteristicas tanto de
planta quanto de fruto, oriundos da colecdo de trabalho da Embrapa Semiarido, foram
postos para germinar em bandejas de poliestireno expandido com capacidade para 200
células, contendo substrato comercial para hortalica Plantmax®. Quinze dias ap0s o
semeio foram coletadas as segundas folhas definitivas dos gendtipos, levadas para o
laboratorio de Biotecnologia da Embrapa Semiarido, e armazenadas em freezer -80°C
para posterior extracdo de DNA.

Para a extragdo de DNA utilizou-se o protocolo de Doyle & Doyle (1990), com
algumas modificagdes: 1- 700 pL de CTAB (Brometo de Cetil trimetila aménio) 2% + -
Mercaptaenol (24:1) em micro tubos de 2mL, em seguida pré-aquecidos em banho-maria
a 65°C, cinco minutos antes da maceragdo das amostras; 2- As folhas jovens foram
maceradas em disruptor celular e de tecidos (L-Beader 24) com a programacéo: 3 ciclos
de 45s com intervalo de 5s entre um ciclo e outro com agitagao de 6:30m/s; 3- Em seguida

mantidas em banho-maria a 65°C, durante 45 minutos com leves inversoes a cada 15
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minutos; 4- Postas para resfriar, durante 5 minutos, em temperatura ambiente as amostras
logo em seguida foram adicionados 700 pL de cloroférmio + alcool isoamilico (24:1); 5-
Centrifugacdo das amostras durante 10 minutos a 12.000 RPM; 6- aproximadamente
470uL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5mL, logo em seguida
adicionado 320uL de alcool isopropilico gelado; 7- Apos adicionar o alcool isopropilico,
as amostras foram suavemente vertidas e mantidas em freezer -20°C durante 20 minutos;
8- Passado os 20 minutos as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 12.000
RPM, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500uL de alcool etilico na
concentracdo de 70%. 9- As amostras foram postas para secar em capela de fluxo por
aproximadamente 3 horas, em seguida a ressuspencéo das amostras foi realizada em 50uL
de tampdo TE.

A quantificacdo do DNA extraido dos gendtipos foi realizada em gel de agarose
na concentragdo de 0,8% corado com brometo de etidio. Utilizou o marcador de peso
conhecido do fago lambda de 50pb. A eletroforese foi realizada a 80w, durante 1 hora.
Ap0s a quantificacdo, parte do DNA dos genotipos foi diluido para solucéo de trabalho a
20ng/pl.

Para a reacdo da PCR foram utilizados 30 primers desenvolvidos para a cultura
do meloeiro (Tabela 1), utilizando a metodologia proposta por Chiba et al. (2003), com
algumas modifica¢des: o volume final de 10 pL, contendo 3,8 uL. de H20 mili-Q; 0,5 uL
de Tampéo 10x; 2,05 puL de dNTP (0,25 mM); 1,00 de Primer Forward (0,5 mM); 1,00
de Primer Reverse (0,5 mM); 0,1 pL de Taq DNA polimerase (5 U ul?); e 1 uL de DNA
gendmico (20 ng pL™1). Ap6s o preparo dos mixes, as amostras foram acondicionadas em
placas de PCR com capacidade para 200 uL e levadas ao termociclador (BIOER Genepro
- BTCO3BAS).

Tabela 1. Loci SSR de Cucumis melo amplificados nas amostras de Citrullus lanatus, segundo Chiba

et al. (2003), com as respectivas temperaturas de anelamento e tamanho dos fragmentos.

Sequéncias do primers Temperatura de Temperaturas de

Locus SSR anelamento(°C) anelamento testadas (°C)

F- GCCCAACGGACACACTCACTCAC
CMMS004 & GAGGGAGTAAGAATAAGAAGAAGAA 60 56, 58, 60, 61

F: TTGAATGATTGGAGGGAAGATAACG
CMMS1-3 R: CAAATATTGATGGATTTAATATATT 60 56,58, 60, 61

F: CAAAAGACAAGGAGACGAAGACACC
CMMSL-7 b AGACAACTGGTCGTACAGACACAGT 60 56, 58, 60, 61

F:CTCTTTTGCATTATAATAATTAACC
CMMS2-2 R: GGGGCCAACGAAATCCAGTCATAGA 60 56,58, 60, 61
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: ATCACCCACCCCACCACTGCCAAAA

CMMS2-3 E: CCTTGAAAAACCACCAACATAACAC 80 96,57, 58, 60
wwsos CARMTRNCAMCIMCTIONS 3 oo
oz LASTITIGCGCMTTIACTGEAT 5 ssonsom
owwses EASCAMIGANCEMTIGIS 5 s
awsis LICANCIICTOATIONS 4 o
owsizs ECSISGASTIONCAMSACT 5 o000
awwsizs £ AICCCIAMMASTIGAATA 5 s 00
owwsize EMCATAICISITACMCTITTE ™ 5 s
o ETCTCIATIEICCICOTIET 4 0
awsiss LOCCOCONCICATAMATE. o7 0001
owwsze £ CTAMCMGATANISAAT oo
sz ETCCACARTTIAICCOOATTIACA 4 o
awnsos L ICACACCMEARNIT ™ 3 oo
awss ETACCATASTICIACENTA o s
sz ETCPATASATEACMGECAGTT ) 000
awwszre £ SCACTITIAIGSCOGASTONE 4 s
sz £ OSCECTCCTOACCICETANS 4 s
owwssis EMICMCOMNCHOCITACE 4 o
wssis £ SSSCACCIMEMCACATIS 5 sumoo
owwsows CIICACTIIEONIETCE @ soosom
oz ETISCTMCICIOTGCATOTIET 5 o0
sy £ SAMOMETCETTINGA 5 sy
owwsrss EASSCATNCHCHIATIONS 4 o000
owwszss EMCSATTIOONCATIICSS @ oo
CMMS36-2 E: CCACACATTACAAACTAAACAAACA 60 56, 58. 60, 61

:GGATTCCGATTTGGTGTGGCGTTTT
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O programa de amplificacdo utilizado consistiu de um ciclo inicial de
desnaturacdo de 94°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de anelamento de 94°C por
um minuto, de 50 °C a 60°C por um minuto e 72°C por um minuto; e uma extensao final
a 72°C por 4 minutos. Apos as amplificacdes, os produtos foram levados a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 2% corados com brometo de etideo. O tampéo utilizado
para o gel e para a corrida foi 0 TBE (Tris/Borato/EDTA) na concentracdo de 0,5%. Ap6s
a realizacdo da eletroforese, a 67 W durante duas 150 minutos, os resultados das
amplificagdes foram visualizados sobre luz ultravioleta e registrado em
fotodocumentador (Loccus Biotecnologia). A analise da transferibilidade foi realizada
através da avaliacdo de presenca ou auséncia de banda, sendo aplicado para 0s genétipos
o célculo: Transferibilidade (%) = (NUmero de loci transferiveis/NUmero de loci testados)
x 100.

Além disso, os dados foram anotados para a presenca (1) versus auséncia (0) de
alelos. A partir dos dados obtidos pelos marcadores microssatélites foram avaliados os
parametros: Numero de Alelos (NA) estimado pelo nimero de alelos por loco; Contetdo
de Informacdo polimoérfica (PIC), calculado pela razdo entre o numero de loci
polimorficos e o numero total de loci analisados; Heterosigosidade Esperada (HE) e
Observada (HO), sendo que a heterozigosidade esperada consiste na razdo da frequéncia
de heterozigotos para cada loco, pelo nimero total de loci e a heterozigosidade observada
é a razdo de um determinado nimero de heterozigotos de um loco pelo total de individuos
amostrados (NEI 1987, FRANKHAM et al. 2002). Utilizou-se o software cervus 3.0.7
(MARSHALI et al. 1998).

4.3 Resultados e Discussao

Dos 31 loci de mel&o testados, apenas sete (CMMS 3-1; 11-3; 12-4; 34-4; 35-4;
3-2 e 4-3) apresentaram amplificacGes com a presenca de produtos secundéarios (bandas
inespecificas) e fragmentos fracos, abaixo de 100 pb (Tabela 2). Para esses loci, as
temperaturas de anelamento consideradas 6timas foram 60°C, com exce¢do dos primers
CMMS 35-4 e 3-2 que foram a 55°C (Tabela 2).

Tabela 2. Temperatura média de anelamento (Tm), nimero de alelos (NA), tamanho

aproximado de bandas (TB), contetdo de informacéo polimorfica (PIC), heterozigosidade
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esperada (HE) e heterozigosidade observada (HO) de loco microssatélites transferidos

para Citrullus lanatus

Parametros avaliados em Citrullus lanatus

Locus SSR Tm (°C) NA B PIC HE HO
CMMS004 60 6 100 - 400 0,555 0,682 0,667
CMMS1-3 60 6 50 - 150 0,305 0,409 0,500
CMMS1-7 60 6 100 - 150 0,141 0,167 0,167
CMMS2-2 60 6 50 0 0 0
CMMS2-3 58 6 50 0 0 0
CMMS3-1 60 6 150 - 700 0,545 0,682 0,833
CMMS3-2 55 6 50 -300 0,368 0,530 0,833
CMMS4-3 60 6 50 - 300 0,375 0,545 1,000
CMMS11-3 60 0 50 - 850 0 0 0
CMMS12-3 60 6 100 - 500 0,239 0,303 0,333
CMMS12-4 60 6 150 - 500 0,375 0,545 1,000
CMMS12-6 60 6 50 - 100 0,346 0,485 0
CMMS14-1 60 6 50 0 0 0
CMMS15-4 60 5 100 - 300 0,375 0,556 1,000
CMMS22-2 60 6 50 - 300 0,239 0,303 0,333
CMMS24-3 60 6 100 - 300 0,346 0,485 0
CMMS27-1 60 6 50 0 0 0
CMMS30-3 60 6 50 - 350 0,375 0,545 1,000
CMMS31-3 60 5 50 0,365 0,533 0
CMMS33-1 60 6 100 - 300 0,368 0,530 0,833
CMMS33-2 60 6 50 - 300 0,449 0,545 0,333
CMMS33-13 60 6 50 0,239 0,303 0
CMMS34-4 60 6 50 - 250 0,239 0,303 0
CMMS34-6 60 6 50 - 200 0,141 0,167 0,167
CMMS34-8 60 6 50 - 150 0 0 0
CMMS34-10 60 6 50 - 250 0,368 0,530 0,833
CMMS35-1 60 6 50 - 100 0,346 0,485 0
CMMS35-3 60 6 50 - 100 0,141 0,167 0,167
CMMS35-4 55 6 50 - 400 0,346 0,485 0,667
CMMS35-5 58 5 50 - 150 0,269 0,356 0
CMMS36-2 60 6 50 - 100 0 0 0

Fortes et al. (2016), ao estudarem a transferéncia de primer de espécies de
palmeiras para Astrocaryum vulgare Mart. também obtiveram resultados similares, onde
dois de onze loci testados apresentaram amplificacGes inespecificas. Por outro lado,
Fagundes et al. (2016), ao aplicarem loci de pitanga (Eugenia uniflora) em oito espécies
de Mirtdceas do mesmo género e de géneros distintos, obtiveram altas taxas de

amplificacOes satisfatorias. O contraste de resultado entre o presente estudo e os citados
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pode estar associado a alguns fatores que interferem na amplificacdo das sequéncias no
genoma, sendo a temperatura de anelamento o mais importante, e pode ter sido o principal
fator de interferéncia no presente estudo, visto que as temperaturas foram sendo ajustadas
ao decorrer do trabalho.

A porcentagem de transferibilidade dos 31 loci testados, no presente estudo, foi de 100%
(Figura 1). Este resultado esta de acordo com os que foram observados por Yamamoto et
al. (2001), onde testaram a amplificacdo de primers SSR desenhados para maca (Malus
domestica) em péra (Pyrus communis), e obtiveram 100% de sucesso. Resultados estes
que diferem dos que foram reportados por Priori et al. (2013), que ao estudarem a
heterologia de primers de abobrinha (C. pepo) para C. argyrosperma e C. ficifolia,
obtiveram sucesso de transferéncia inferior a 86 e 81 %, respectivamente. O contraste de
resultados da elevada taxa de transferibilidade dos loci testados no presente estudo, em
relacdo aos de Priori et al. (2013), possivelmente, esteja relacionado a similaridade do
genoma de meldo (Cucumis melo) com o da melancia (Citrullus lanatus), por pertencerem

a mesma familia e, além disso, esses dois genomas tem elevada taxa de homologia.
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Figura 1. Padrao de amplificacao de 31 loco SSR de Cucumis melo em seis gendtipos
de melancia Citrullus lanatus var. lanatus (M= marcador 1kb; 1= 31715.001; 2=
31577.002; 3= 31581.002; 4= 3185.001; 5= 31717.005 e 6= 31608.001 sdo as
amostras de DNA).
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O numero de alelos obtidos por loci testados nos seis genétipos de melancia variou
de cinco a seis (Figura 1), e desses, apenas, os loci CMMS 15-4, 31-3 e 35-5 apresentaram
cinco alelos (Figura 1). Santos et al. (2020), ao estudarem a diversidade alélica em
gendtipos de guariroba (Syagrus oleracea) também encontraram altos valores para esse
parametro. Por outro lado, Fortes et al. (2016) ao estimarem esse mesmo parametro,
quando testaram a transferibilidade de primers desenhados para tamareira (Phoenix
dactylifera) em coqueiro-tocum (Astrocaryum vulgare), encontraram diversidade alélica
igual a 0%. A possivel explicacdo para o contraste de resultados entre o presente trabalho,
e o de Fortes et al. (2016) seja a maior diferenca genética entre a tamareira e 0 coqueiro-
tocum uma vez que, pertencem a mesma familia, porém a géneros diferentes aumentando
0 contraste entre 0 genoma das espécies, 0 que interfere na quantidade de bandas
amplificadas.

O conteldo de informacao polimérfica (PIC) variou de 0 a 0,555, com média de
0.327, sendo que os loci CMMS004 e CMMS3-1 obtiveram os maiores valores de PIC
com 0.555 e 0.545, respectivamente (Tabela 2). Considerando a classificacao de Bolstein
et al. (1980) para o nivel de informacdo, quando se observa a média geral, os primers
foram medianamente informativos, pois seu valor ficou entre 0,25 e 0,50, enquanto que
as sequéncias com valores a cima de 0.50 sdo classificadas como altamente informativas
(primers CMMS004 e CMMS3-1). Entretanto, as sequéncias classificadas em pouco
informativas apresentam valores inferiores a 0,25.

Resultados, ligeiramente, contrastantes dos que foram obtidos no presente estudo,
foram observados por Priori et al. (2013), ao testarem a transferibilidade de 40 sequéncias
de primers desenhadas para pepino (Cucurbita pepo) em duas espécies de Cucurbitaceas,
onde o valor de PIC variou de 0,09 a 0,89 com valor médio de 0,42. A superioridade dos
valores observados no estudo citado pode ser atribuida a diferenca genética entre as
espécies estudadas ou até mesmo a metodologia de Bulk adotada pelos autores, o que
possibilita amplificar e identificar uma maior quantidade de bandas polimorficas, uma
vez que o conjunto de individuos que representam a populacdo podem apresentar
variagOes entre eles.

No presente estudo, também foram observados valores de PIC iguais a zero, 0 que
leva a ideia errbnea de que marcadores com esses valores ndo séo eficientes. Porém é
necessario levar em consideracdo que o valor de PIC é calculado pela razéo entre o
numero de loci polimorficos e 0 nimero total de loci analisados (NEI 1987, FRANKHAM

et al., 2002), sendo possivel inferir que, para se estudar a diversidade genética entre os
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individuos do presente estudo utilizando essas sequéncias, os resultados ndo serdo
satisfatorios em funcdo do padrdo monomdrfico apresentado. Porém, em outras
populacOes, essas sequéncias podem ser altamente informativas, possibilitando a
aplicacdo desses primers.

A heterozigosidade esperada (He) variou entre 0 e 0,682, e os valores de
heterozigosidade observada (Ho) variaram entre 0 e 1 (Tabela 2), com exce¢do dos
primers CMMS004, 12-6, 24-3, 33-2, 33-13, 34-4, 35-1, 35-4 e 35-5, 0s demais loci
apresentaram valores de Ho superiores que os da Ho, evidenciou uma maior existéncia
de individuos heterozigotos. Santos et al. (2020), ao avaliarem esses mesmos parametros
em populacdes de Syagrus oleracea obtiveram resultados contrarios, onde a frequéncia
de He foi superior a Ho, evidenciando uma maior existéncia de individuos homozigotos.
No entanto, os individuos avaliados no presente trabalho sdo linhagens, oriundas de
diferentes populacdes, e a possivel explicagdo para a maior existéncia de individuos
heterozigotos é que, por se tratar de individuos de diferentes populagdes, sendo normal
encontrar variacdes entre eles.

No presente estudo também foram observados valores da He e da Ho, iguais a
zero e estes sdo atribuidos ao fato dos primers terem sido monomorficos para 0s
individuos avaliados, 0 que ndo caracteriza que as sequéncias sdo ineficientes, pois o
comportamento pode ser diferente em outras populacfes. No presente estudo, fica
evidente que para alguns primers é possivel observar variagdo entre os individuos, mas é
de fundamental importancia que os produtos dos PCRs dessas sequéncias sejam corridos
em gel de poliacrilamida buscando disponibilizar informagdes adicionais sobre os
primers, entre elas a confirmacdo do polimorfismo entre os gendtipos em estudos,
principalmente quando se busca empregar essas sequéncias em populacdes de polinizacao

controlada.

4.4 Conclusoes

1- Houve 100% de amplificacBes das sequéncias de microssatélites SSR de meldo para
melancia;

2- As sequéncias testadas podem ser utilizadas dentro dos programas de melhoramento
genético da melancia;

3- Os marcadores amplificados podem ser utilizados em estudos de diversidade e,

possivelmente, na confirmacdo de paternidade, mapeamento, pureza de lotes de semente,
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QTL etc.

4- As 30 sequéncias de iniciadores SSR polimorficos para o genoma da melancia podem
ser exploradas em estudos de confirmagdo de paternidade, quando esses genitores
estiverem envolvidos;

5- Antes de explorar as sequéncias amplificadas € necessario identificar o polimorfismo

entre os individuos que serdo estudados;
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Anexo A. Lista dos 31 marcadores microssatélites desenvolvidos por Chiba et al. (2003) e foram
analisados no segundo capitulo desta tese.

Nome Sequéncia do primer (5'-3")
CMMS004 GCCCAACGGACACACTCACTCAC/IGAGGGAGTAAGAATAAGAAGAAGAA
CMMS1-3 TTGAATGATTGGAGGGAAGATAACG/CAAATATTGATGGATTTAATATATT
CMMS1-7 CAAAAGACAAGGAGACGAAGACACC/IAGACAACTGGTCGTACAGACACAGT
CMMS2-2 CTCTTTTGCATTATAATAATTAACC/GGGGCCAACGAAATCCAGTCATAGA
CMMS2-3 ATCACCCACCCCACCACTGCCAAAA/CCTTGAAAAACCACCAACATAACAC
CMMS3-1 AAATATAAGCAAACCAAAGTTGACC/CCGGGATATACGGACATACACACAC
CMMS3-2 AGTTTTTGGGCATTTTTAGTTGGAT/GGCTTATCTCCCACCCAACCATTCT
CMMS4-3 ACCGAAATCATAAGGAACATAAGAG/TATGAGCTGTGTTGTGTATGAAAAC
CMMS11-3 TGCCATATTCTGTGCTGATTGAAAC/ATGTAATCAATTCTCTCTCTCTCTC
CMMS12-3 CGTGGAGTTTTCATGATAAGAACTT/CCAACTATACTGAGGAAGGGAAAAA
CMMS12-4 GATGCGGTGAGAAAGAGTTGAGAGA/AGAGGGAGAGAGTTTGTAAAAAAAT
CMMS12-6 AACATGATGTGTTTACCAACTTTTT/GGTTAAGGGAAAGTGAAGAGATGGT
CMMS14-1 CATTGCTACTATTGTCGTCGTTGCT/TTTCTTTCTTTTCCGTATCCATTTT
CMMS15-4 GTCCGCCATCGCCACTACAAATCAA/CTCCGTAAAACCTTCTTCCTCTCTC
CMMS22-2 CGTTATACAAGATAGAGATAGAGAG/TTCAACTAATCCCCAAGACAAACAA
CMMS24-3 GAGGGAGAGAGTTTGTAAAAAAATG/TCGCCAATTACATTACAACCTTTTC
CMMS27-1  TCCATGAATTTATCGGGACTTACCA/TTGCCTCATTACTCAACTGTATTTC
CMMS30-3 TTCCCACCAGCCCAACGGACACACT/GAGATACAGAAACGACGACTAACCT
CMMS31-3 TTATGCATTAGTTCTTTACCGTTTA/ICTTGTCGCAGGGTCTTTATTGTGTT
CMMS33-1 TGTAATAGGATGACCAAGGGGAGTT/TTCAGGAGCTACAACAAGATTTCAAA
CMMS33-2 GCTACTTTTTATGGCGGCAGTGACG/ATTCGGGATGATTATTCTTCGCAGTT
CMMS33-13 GGCGCTGCCTGAGCCCTCCTAGAGC/GCCCCCTGCTCCGTGCCTGTCCTCT
CMMS34-4  AATCAACCAAAACCACACCCTACCC/TGGGTTGTTATGTTTGGCTATTTGC
CMMS34-6 GGGGCCAGCTCAACAACCACCATAG/TGCCATCGAAGTTAGTTGAAGCTCA
CMMS34-8 TTTCTTACTTTTTGGTTTGGTTCTG/GGCGCTGTGGTGAGTGTCGGGAGAG
CMMS34-10 GGGGTGTGAAGCTGAAGGCAAAGTC/AAAGGAAGAAGAAGAAAAAGGAGAA
CMMS35-1 CTTGGGTAAGTCTGTGGATGTTGCT/CTACGCATAACATTTTAGGCATCCA
CMMS35-3 CGGAGAAGAAGGAAGGGTTTTAAGA/ATTCGTAGTTCATACTCTCTTTCTC
CMMS35-4  ACGGATACATCGAGGAGACTTCATG/GTCAGCTTCAACCCTTTACTTTTTC
CMMS35-5 AACGGGATTTTGGAGGCATATTCGG/CTCCCCAGTGTATCAGCCAAATCTC

CMMS36-2

CCACACATTACAAACTAAACAAACA/GGATTCCGATTTGGTGTGGCGTTTT
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Foto: Tiago Lima do Nascimento

Figura 2. Gendtipos de melancia (17.31715, 16.31577, 16.31581, 16.31585, 17.31717 e
16.31608) semeados em vasos de 5L para coleta de material vegetal para extracdo de
DNA gendmico.

Foto: Tiago Lima do Nascimento

Figura 3. Quantificacdo de DNA gendmico em seis genotipos de melancia (100 e
300pb — Lambda, T1- 17.31715, T2- 16.31577, T3- 16.31581, T4- 16.31585, T5-
17.31717 e T6- 16.31608).
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5. CAPITULO IV

MARCADORES MICROSSATELITES NA IDENTIFICACAO DE
QTL PARA O TAMANHO DE SEMENTE EM UMA POPULACAO
F2 DE MELANCIA
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5. MARCADORES MICROSSATELITES NA IDENTIFICACAO DE QTL PARA
O TAMANHO DE SEMENTE EM UMA POPULACAO F2 DE MELANCIA

RESUMO: Melancias com tamanho de semente pequena podem aumentar as
propriedades nutracéuticas dessa hortalica. Contudo, o comportamento genético desse
carater na cultura da melancia é bastante variado, possivelmente, devido a uma maior
influéncia do ambiente na expressdo fenotipica do carater. Essa problematica pode ser
solucionada com uso de marcadores moleculares, pois acessam a informagao em nivel de
DNA e ndo sofre influéncia do ambiente. Diante ao exposto, o objetivo do presente estudo
foi identificar marcadores SSR associados ao tamanho de semente em melancias, Gteis no
melhoramento da cultura. Para isso, foram avaliados 159 marcadores SSR em 119
individuos de uma populagdo F», oriunda do cruzamento entre dois genitores: semente
pequena e grande. Do total de sequéncias analisadas, 20 foram polimérficas. No entanto,
apenas 11 seguiram o padrdo de distribuicdo esperado na populacdo F, de 1:2:1. A
ANOVA demonstrou a associa¢do de um marcador (MCPI-12) com o comprimento de
semente, com variancia fenotipica explicativa de 5,47%, estando de acordo com o0s
resultados obtidos pela regressdo, que ainda evidenciou maiores efeitos de aditividade.
Quando realizado o “blast” dessa sequéncia dentro do genoma da melancia, foi possivel
observar que esta sequéncia encontra-se no cromossomo sete. O QTL identificado no
presente estudo, quando validado sua associacdo com o carater de interesse, pode ser
amplamente utilizado na selegdo de individuos com diferentes tamanhos de semente,
levando em consideracdo o objetivo do estudo.

Palavras-chave: Selecdo antecipada, grupos de ligacdo, Kosambi

ABTRACT: Watermelons with small seed size can increase the nutraceutical properties
of this vegetable. However, the genetic behavior of this character in the culture of
watermelon is quite varied, possibly due to a greater influence of the environment on the
phenotypic expression of the character. This problem can be solved with the use of
molecular markers, as they access information at the DNA level and are not influenced
by the environment. Given the above, the objective of the present study was to identify
SSR markers associated with the seed size in watermelons, useful in improving the crop.
For that, 159 SSR markers were evaluated in 119 individuals from an F2 population,
originated from the crossing between two parents: small and large seed. Of the total

sequences analyzed, 20 were polymorphic. However, only 11 followed the expected



95

distribution pattern in the F2 population of 1: 2: 1. ANOVA demonstrated the association
of a marker (MCPI-12) with the seed length, with an explanatory phenotypic variance of
5.47%, in agreement with the results obtained by the regression, which still showed
greater additivity effects. When the blast of this sequence was carried out within the
watermelon genome, it was possible to observe that this sequence is found on
chromosome seven. The QTL identified in the present study, when validated its
association with the character of interest, can be widely used in the selection of
individuals with different seed sizes, taking into account the objective of the study.

Keywords: Early selection, liaison groups, Kosambi

5.1 Introducao

A melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai] é uma olericola de
grande apreciacgdo, tanto no ambito nacional quanto mundial, destacando-se entre as
demais espécies que compdem a familia das Cucurbitaceas (HORA et al., 2018). De
acordo com o Anuario Brasileiro de Horti&Fruti (2020), em 2019 a melancia ocupou a
32 posicédo das frutas mais consumidas no Brasil. Quanto ao ranking mundial, o Brasil
ocupou a 42 posicéo, tendo a China como a maior produtora (FAO, 2018). A exploragéo
comercial da melancia no Brasil, gera grande quantidade de empregos, sejam eles diretos
e indiretos, por movimentar setores diversos, desde 0 de insumos até o de transportes.
Vale lembrar que a exploragdo comercial dos frutos da melancia é realizada por empresas
de diferentes portes, sejam elas pequenas, médias ou grandes, desde o cultivo por
agricultores familiares a empresarial (VILELA et al., 2006).

Além da fruta, outra matéria prima utilizada na producéo de farinhas, biscoitos
etc. sdo as sementes da melancia (MENEZES FILHO et al., 2019). Considerando essa
aptidao de mercado, melancias com maiores tamanho de semente sdo mais apreciadas por
disponibilizarem maior quantidade de matéria prima. Porém, do ponto de vista
nutricional, possivelmente com a producdo desses derivados a quantidade de nutrientes
até chegar ao consumidor pode ter se perdido no processo. Uma alternativa viavel para
sanar essa problematica, seria o desenvolvimento de genotipos com tamanho de semente
reduzida, possibilitando seu consumo junto da polpa, evitando a perda desse composto.

Considerando a domesticacdo das plantas, a depender da cultura, o tamanho de
semente é considerado um carater de altissima importancia (XIA et al., 2018). Sendo que
a variagdo observada para este carater € resultado da selecdo, seja ela natural ou artificial,

para adaptacdo a ambientes ou para suprir a necessidade humana (AMABILE et al.,
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2018). Para realizar o melhoramento artificial de um caracter é necessario conhecer o
controle genético deste e, para o tamanho de semente em melancia diferentes autores
relatam diferentes interacfes alélicas controlando o carater (POOLE et al., 1941; ZHANG
e ZHANG, 2011; e GAO et al., 2016), o que dificulta o trabalho de melhoramento desse
caracter.

Esse comportamento, possivelmente, seja devido a diferenca genética das
populacdes utilizada nos diferentes estudos, ou ainda a mensuracdo do fen6tipo que pode
sofrer, em alguns casos, maior influéncia do ambiente, essa problematica pode ser
resolvida com uso de marcadores moleculares que acessam informagées de individuos a
nivel de DNA e ndo sofrem qualquer influéncia ambiental nos resultados (BEARZOT]I e
VENCOVSKY 2002), dando maior entendimento do comportamento genético do
caracter nas populacdes em estudo. Diante ao exposto, 0 objetivo do presente estudo foi
identificar marcadores SSR associados ao tamanho de semente em melancias uteis no

melhoramento dessa cultura.

5.2 Material e Métodos
Obtencéo das populacdes

O experimento foi conduzido durante os anos de 2017 e 2018, no Campo
Experimental de Bebedouro na Embrapa Semiarido em Petrolina-PE. Foram utilizadas
duas linhagens de melancia, contrastantes para o tamanho de semente: a linhagem
31715.001 “P1” (semente pequena) e a linhagem 31717.005 “P,” (semente grande), para
obtencéo das populacdes F1, F2, RCy e RC». Para isso, foram realizados cruzamentos, com
Polinizacdo Manual Controlada (PMC), seguindo a metodologia utilizada por
Nascimento et al. (2020).

Para obtengéo da populagéo Fi, as sementes das linhagens foram semeadas em
bandejas de poliestireno, contendo substrato comercial para hortalicas e mantidas em casa
de vegetacdo por 12 dias. Apos esse periodo, as plantulas foram levadas para o campo
experimental. Na geracdo seguinte, cinco sementes dos genitores (P1 e P2) e da populacéo
F., foram semeadas e, utilizando-se a PMC, o F; foi autofecundado, e simultaneamente
cruzado com os genitores P1 e P», originando as sementes das populacdes F2, RC1 e RC»,
respectivamente. Entre 30 e 35 dias apds a polinizacdo os frutos foram colhidos, suas
sementes extraidas, lavadas e postas para secar a sombra.

Fenotipagem para o tamanho de semente em populagdes F1, F2, RC1, RC; e genitores de

melancia
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Durante os meses de abril a agosto de 2018, as sementes de todas as populacbes
foram postas para germinar em bandejas de poliestireno expandido, contendo substrato
comercial para hortaligas. Aos 12 dias ap6s o0 semeio, efetuou-se o transplantio das
plantulas em fileira continua, para o0 Campo Experimental de Bebedouro, em solo
previamente preparado e coberto com mulching, plastico de coloracdo cinza, no
espacamento de 1 metro entre plantas e 2,5 entre fileiras. Apos o transplantio, as mudas
foram cobertas com manta agrotéxtil até o periodo de floracdo, ocasido em que esta foi
removida para que houvesse a polinizacgao das flores.

Aos 70 dias apo6s o plantio realizou-se a colheita dos frutos. As sementes foram
extraidas, lavadas e postas para secar a sombra. Foram avaliadas 8, 10, 7, 200, 50 e 50
plantas das populagdes P1, P2, F1, F2, RC1 e RCy, respectivamente. As sementes de cada
populacdo foram oriundas de um Unico fruto. Para classificar as sementes quanto ao
tamanho, das mesmas foi mensurado seu comprimento devido esse caracter apresentar-
se altamente correlacionado com a largura e o peso (HAWKINS e DANE, 2001).

O comprimento foi determinado com auxilio de paquimetro digital, seguindo a
metodologia utilizada por Nascimento et al. (2020), escolhidas de forma aleatdria
sementes em um fruto de cada planta. As plantas que tiveram o tamanho de semente entre
4.2-6.1; 6.5-7.8; e 11.2-11.8mm foram classificadas em pequenas, médias e grandes,
respectivamente.

Extracdo e quantificagcdo do DNA gendmico

Trinta dias ap6s o transplantio, periodo de florescimento da cultura, das plantulas no
campo experimental, a manta que cobria e protegia as mesmas foi removida, e em sacos
plasticos com identificacdo dos gendtipos coletou-se amostras de folhas jovens das
plantas (Figura 1). Em seguida, foram armazenadas em isopor contendo gelo,
posteriormente armazenadas em freezer -80°C até a fase de extracdo do DNA gendmico.

A extracdo de DNA foi realizada no laboratério de Biotecnologia da Embrapa
Semiarido, utilizando o protocolo de Doyle e Doyle (1990), com algumas modificacdes:
1) as folhas foram maceradas em disruptor de tecidos por esferas metélicas; 2) as folhas
foram cortadas e colocadas dentro de microtubos de 2 mL, contendo sete esferas metalicas
de 3mm de espessura e armazenados em gelo até que todas as amostras estivessem
prontas; 3) o CTAB 2% misturado ao - mercaptaenol foi pré-aquecido em banho maria
a 65°C; 4) em capela de exaustdo foram adicionados 700 uL do CTAB 2% aos tubos
contendo as esferas e o material vegetal, 5) as amostras foram levadas ao disruptor

programa (6:30 m/s, durante 45s com intervalos de 10s entre os trés ciclos );
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6) em seguida levadas ao banho-maria a 65 °C durante 50 min, com inversao destes
a cada 10 min; 7) adicionou-se 700 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) em cada
tubo; 8) em seguida, os tubos foram agitados manualmente e centrifugados a 12.000 rpm,
por 10 min a 25°C; 9) apds a centrifugacao retirou-se 470 uL da fase superior (aquosa) e
transferiu-se para um novo microtubo de 1,5 mL; 10) adicionou-se 320 pL de alcool
isopropilico ‘gelado’ em cada tubo, seguido de trés suaves inversdes. Em seguida os tubos
foram mantidos em gelo por 20 min e armazenados em freezer -20°C; 11) ap0s esse
periodo a solucdo foi centrifugada a 12.000 rpm para deposi¢ao do “pellet” no fundo do
tubo, durante 10 min a 25°C; 12) descartou-se o sobrenadante em um béquer, em capela
de exaustdo de gases; 13) foi observado se houve formagao do “pellet”, em seguida foram
realizadas duas lavagens com 500 pL de alcool etilico a 70% (5 min) e absoluto (5s),
respectivamente, o “pellet” foi posto para secar em temperatura ambiente, durante 1h,
30m, e posteriormente ressuspendido em 50 pL de tampao Tris-EDTA (TE). Esta solugéo
foi armazenada a 4 °C por 24 horas em geladeira para completa dissolugdo do “pellet” e
em seguida, essas amostras de DNA foram tratadas com RNAse durante 1 h em estufa a
37 °C para remogdo dos RNAs co-extraidos.

A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agarose a 1,0% corado com brometo
de etidio, submetidos a corrente de 80 volts durante 1h e 30min. A concentracdo foi
estimada pela comparacao visual da intensidade das bandas do DNA extraido com bandas
do DNA do fago Lambda (50pb) carregadas no mesmo gel das amostras, enquanto que,
a integridade das amostras de DNA foi avaliada pela presenca e auséncia de ‘rastro’ de
DNA. Em seguida, as amostras de DNA foram diluidas para concentracao de trabalho de
20 ng/uL e armazenadas em freezer a -20 °C.

Reacdo de amplificacdo do DNA, resolucdo em géis de poliacrilamida e analise dos dados

Foram utilizados 159 marcadores microssatélites (Tabela 1), desenvolvidos para a
cultura da melancia, 43 por Cheng et al. (2016); 7 por Jarret et al. (1996); 18 por Guerra-
Sanz (2002); 36 por Joobeur et al. (2006); e 55 por Ren et al. (2012), buscando identificar
aqueles que apresentariam fragmentos de diferentes tamanhos entre os genitores. A
reacdo da PCR foi realizada seguindo o protocolo de Joobeur et al. (2006), com
modificagdes, para um volume final de 10 pL, contendo 20 ng de DNA, 0.5 uM de cada
‘primer’, 0,1 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 1x de tampdo de PCR e 0,75 unidades da

enzima Taq DNA polimerase.
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A programacdo do termociclador para as amplificacbes consistiu de: a) um ciclo
inicial de 94°C durante dois min, seguido de 30 ciclos a 94 °C durante 15 segundos, 56°C
durante 30 segundos e 72°C durante dois min, um ciclo final a 72°C durante 30 min e
temperatura constante de 4°C. Ao produto da PCR foi adicionado metade do volume da
reacdo (5 uL), de tampdo desnaturante formamida 98% (EDTA pH 8,0 10 mM, 1 mg/mL
de Xilene Cyanol e 1 mg/mL de Bromofhenol blue), sequido da completa desnaturacéo a

94°C por 4 min em termociclador e logo ap6s colocadas imediatamente no gelo.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de poliacrilamida a 6%
[acrilamida/bisacrilamida (19:1), 7,5 M de ureia e tampdo TBE 5x], preparado em placa
de vidro tipo sanduiche com capacidade para 63 po¢os. As placas de vidro foram limpas
com um lengo de papel embebido com etanol. A placa grande (de adeséo do gel) foi
tratada com 1,1 mL de uma soluc&o contendo 95% de Etanol + 0,5% de Acido Acético e
um pL de Bind silane (Bioscience). Essa solucdo foi espalhada em toda a superficie da

placa com um lenco de papel, enquanto ocorria a secagem da solucdo (3 min).

A placa pequena (repulséo do gel) foi tratada de acordo como descrito anteriormente,
porém, substituindo-se a solu¢do contendo Bind silane por um produto usado para a
limpeza de vidros de automoveis. As placas foram postas uma sobre a outra, contendo 0s
espacadores laterais e de fundo (espessura de 3 mm) e presas com prendedor de papel.
Ap0s aplicar o gel no sistema sanduiche, foram colocados os pentes também presos por
prendedores de papel maiores. Apés a polimerizacdo do gel (aproximadamente uma
hora), uma pré-corrida de uma h a 45 W foi realizada antes da aplicacdo do produto da
PCR. Foram aplicados 2,0uL da reacdo de PCR desnaturada no gel de poliacrilamida a
6%, sendo a corrida de eletroforese realizada por um periodo de aproximadamente trés

horas, com poténcia constante de 45 W.

O marcador de peso molecular “Ladder” 1 Kb (Fermentas) foi carregado na
extremidade lateral de cada gel. Os géis foram corados com nitrato de prata, conforme
procedimento proposto por Benbouza et al. (2006): 1) a placa contendo o gel foi imersa
em solucéo de fixacdo contendo: 1.790 ml de 4gua destilada + 200 ml de etanol absoluto
10% e 10 ml de &cido acético 1%, por 5 min; 2) a impregnacdo do gel foi realizada com
solucdo de nitrato de prata 0,2% contendo: 2.000 ml de agua destilada + 3g de nitrato de
prata e 2 ml de formaldeido, durante 6-7 min, seguida de uma lavagem de 10s com agua

destilada (2.000 ml); 3) o gel foi imerso em solucdo de revelacédo, contendo: 2.000 ml de
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agua destilada + 30 g de hidréxido de sodio, e 3 ml de formaldeido, até o aparecimento
das bandas, aproximadamente trés minutos, porém a depender da quantidade de vezes
que a solucdo foi usada esse tempo se estendeu até oito minutos; 4) e por fim um nova
lavagem do gel foi realizada com a solucéo de parada de revelagéo contendo: 1.790 mL
de &gua destilada + 200 mL de alcool etilico absoluto e 10 mL de &cido acético, por trés

minutos.

Todas as etapas de revelacdo foram realizadas sob leve agitacdo, em um agitador de
Erlenmeyer, do qual foram removidos os suportes que prendiam o recipiente. A placa
com o gel corado foi colocada em posicdo vertical até a secagem em temperatura
ambiente, para posterior identificacdo, e analise dos fragmentos, enquanto que o registro
das amplificacdes no gel foi realizada por meio de digitalizacdo em scanner Epson GT-
15000.

Os dados foram anotados para a homozigoto dominante (1.1), heterozigoto (1.2) e
homozigoto recessivo (2.2), com base na altura dos alelos. Os dados obtidos pelos
marcadores microssatélites foram submetidos ao teste do Qui-quadrado a 5 % de
probabilidade para verificagdo do padréo de segregacdo na populagdo F» de 1:2:1. Em
seguida, foram obtidas a ANOVA seguido da analise de regressdo, utilizado a interfase
gendmica, procedimento: QTL-mapeamento por marca simples, utilizando o software
GENES versdo 2020.30 (CRUZ, 2016). Além disso, foi realizado um blast da sequéncia
dos primers no genoma da melancia (Charleston Gray v.2): (http://cucurbitgenomics.org)

para saber em qual cromossomo 0 mesmo se encontrava.

5.3 Resultados e Discussao

Com base na fenotipagem das populagdes F1, F2, RC1, e RC> e dos genitores para
o comprimento de semente, foi possivel observar que: os genitores estavam em
homozigose, uma vez que todos os individuos dessas populagdes (P1, P2), bem como os
que representaram a populacao hibrida apresentaram o mesmo padrdo para o tamanho de
semente; com um gene com dois alelos, exibindo dominéncia incompleta, controlando o
caracter em questéo, visto a consonancia da segregacdo mendeliana da populacdo F para
caracteristicas controlados por um gene com dois alelos (1:2:1), e confirmado pela
populacdo de RC1 que apresentou 50% dos individuos com semente pequena e 0S outros

50% com semente média.
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Dos 159 marcadores moleculares SSR utilizados no presente estudo 20 foram
polimorficos, pois apresentaram fragmentos de diferentes tamanhos entre os genitores e
o hibrido, sendo eficientes em distingui-los. Gama et al. (2015), ao utilizarem
parcialmente. Essas mesmas sequéncias, também observaram polimorfismo entre os
individuos avaliados. Essa consonancia de resultados evidencia que esses marcadores,
apesar de terem sido desenhados para estudos de diversidade, podem ser utilizados dentro
de programas de melhoramento da melancia para os mais variados objetivos, a exemplo
da confirmacéo de paternidade.

Apesar de terem sido observados 20 marcadores polimorficos para 0s genitores
do presente estudo, somente 11 foram capazes de identificar variacBes genotipicas dentro
da populagéo F, avaliada. Esse mesmo resultado foi observado por Couto et al. (2010),
ao buscarem identificar marcadores microssatélites relacionados ao escurecimento de
grdos em feijdo. Segundo Schuster e Cruz (2013), esse comportamento exibido pelo
marcador pode estar associado ao baixo nimero de individuos genotipados na populacéo
em estudo. Porém esse mesmo autor afirma que para se testar a segregacdo de um
marcador codominante, e ter 95% de confiabilidade no resultado, sdo necessarios
genotipar, apenas, 5 individuos da populacdo alvo. E no presente estudo, para o caracter
tamanho de semente, foram utilizados 119 individuos da populacéo F2, 0 que implica em
dizer que, para os marcadores ndo polimorficos dentro dessa populagédo, possivelmente,
eles estejam relacionados a outro carcter que nao foi possivel identificar devido ao
nimero de individuos avaliados na populacdo, o que ndo possibilitou visualizar
segregacdo na populacéao F-.

Apds a genotipagem dos individuos, foi observada a segregacao dos marcadores,
por meio do teste do Qui-quadrado (X?) para saber se seguiam a distribuicdo mendeliana
de 1:2:1 (Tabela 1). Foi possivel observar que a genotipagem dos individuos ndo foi
diferente do que se esperava obter com os marcadores, possibilitando utiliza-los na analise
de QTL. Essa verificacdo do teste de segregacdo dos primers, além do polimorfismo
observado no préprio gel pela altura dos fragmentos amplificados, possibilita uma
segunda selecdo dessas sequéncias, pois apesar de um primer ter sido polimorfico esse
comportamento ndo garante que o mesmo seja utilizado em populagdes segregantes
(SCHUSTER e CRUZ, 2013). Desse modo, o marcador, além de exibir polimorfismo
entre os genitores e o hibrido, ele deve apresentar X2 ndo significativo, o que indica a

possibilidade de utilizagdo para genotipagem de populagdes segregantes.
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Tabela 1. Teste do Qui-quadrado para segregacao mendeliana 1:2:1 nos marcadores

polimorficos de melancia

Wproporcdes

Marcadores Segregacio @x2
AilAit AitAiz  APAR

MCPI-10 29 62 22 1:2:1 1,94™
MCPI-07 27 63 31 1:2:1 0,47
EST00680 35 60 23 1:2:1 2,48™
MCPI-16 28 64 28 1:2:1 0,53™
MCPI-31 35 54 26 1:2:1 1,84"
MCPI-05 25 62 32 1:2:1 1,03™
EST00667 26 59 35 1:2:1 1,38™
BVWS00567 30 55 34 1:2:1 0,95™
MCPI-12 26 68 23 1:2:1 3,24
BVWS00567 36 56 27 1:2:1 1,77
BVWS00288 32 63 22 1:2:1 2,40™

U AitAit, proporcio observada do homozigoto para o alelo Ait para o iésimo
marcador; AitAi2, proporcao observada de heterozigotos do iésimo marcador; e
Ai2Ai2, proporcdo observada do homozigoto para o alelo Ai2 para o iésimo

marcador. @ Ns= n&o significativo a 5% de probabilidade.

Apesar de todos os primers ndo terem diferido do que se esperava da segregacgéo
mendeliana, dos 11 marcadores utilizados, no presente estudo para identificacdo de QTL
para o comprimento de semente em uma populagéo F> de melancia (Citrullus lanatus var.
lanatus), apenas um (MCPI-12) apresentou diferenca significativa na ANOVA, 0 que
indica a associagdo dessa marca com o carater em questdo. Apesar dessa identificacéo,
um Unico marcador ndo € suficiente para montar grupos de ligacGes, visto que esse
procedimento busca localizar a posi¢cdo do marcador no cromossomo, via mapa fisico,
por meio da saturacdo do cromossomo. A associacdo desse primer ao gene marcador
também foi confirmada pela andlise de regressdo (Tabela 2) na qual, pelo teste F, foi
possivel aceitar a hipotese Hi (existe associa¢do entre o marcador e 0 QTL), explicando
5.42% da variacdo fenotipica desse carater. Ainda com base na analise de regressédo €
possivel observar que o modelo dominante ndo é significativo, evidenciando efeitos de

aditividade sobre a associacao.
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Tabela 2. Analise de regressdo multipla entre o comprimento de semente e 0 marcador
MCPI-12

D pv GL SQ QM F PROB R2 (%)
Completo 2 34,454 17,227 3,269 0,0416 5,42
Desvio 114 600,703 5,269

Aditivo 1 33,919 33,919 6,488 0,0122 5,34
Desvio 115 601,238 5,228

Dominante 1 0,21 33,919 0,038 100 0,03
Desvio 115 634,946 5521

Total 116 635,157

@ FV= Fonte de variacdo; GL= Graus de liberdade; SQ= Soma de quadrados; QM=
Quadrado medio; F= teste F a 5% de probabilidade; PROB= probabilidade; R? (%) =

Porcentagem de variancia fenotipica.

Prothro et al. (2012), possivelmente, um dos pioneiros na conducédo de trabalhos
sobre QTL para o tamanho de semente em melancia, usando uma populacéo de linhas
recombinantes (RIL) de KBS (semente meédia, cultivada) x NHM (semente média,
cultivada) e uma populacao F» resultante do cruzamento entre ZWRM (semente pequena,
cultivada) x P1244019 (semente média, var. Citroides), identificaram 13 marcas de QTL
distribuidas em quatro grupos de ligacdo (LG2, LG4, LG9 e LG11). Meru e McGregor
(2013) tambem encontraram duas marcas (NW0248796 e NW0251236) associadas ao
comprimento de semente e, simultaneamente, ao peso de 100 sementes e a porcentagem
de o6leo de kernel. A maior identificacdo de QTL nos trabalhos citados e a baixa do
presente estudo, possivelmente, seja atribuida a quantidade de primers polimorficos
utilizados em ambos os estudos, pois quanto maior a quantidade de primers, teoricamente,
maiores sao as chances de identificagdo de QTLs, como também pode estar associado ao
tipo de marcador utilizado pelos autores.

Apbs a divulgacao de um sequenciamento inicial do genoma da melancia por Guo
et al. (2013), os trabalhos de mapeamento de QTL se tornaram menos ONerosos.
Utilizando este sequenciamento inicial, foi possivel observar que o QTL identificado no
presente estudo encontra-se localizado no Chr7 a 0,35 cM do QTL que, possivelmente,
esteja relacionado ao controle do tamanho de semente nessas populacdes de melancia.
Ren et al. (2014) identificaram QTL no Chr2 e Chré com os maiores efeitos relatados por
Prothro et al. (2012). Liu et al. (2014) também identificaram dois QTLs: 1 para
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comprimento de semente, e outro para a largura, ambos localizados no Chr6. Zhou et al.
(2016), avaliando as mesmas populagdes utilizadas por Liu et al. (2014), identificaram
mais 10 QTLs no Chr6: trés para o comprimento, quatro para a largura, um para a
espessura, e dois para o peso de 100 sementes. Kim et al. (2015), detectaram um QTL
para o peso de 20 sementes no Chr2 avaliando uma populacéo F2 resultante do cruzamento
entre “Arka Manik” x “TS34”. Li et al. (2018), ao mapearem QTL para caracteristicas
relacionadas ao tamanho de semente também os encontraram localizados no Chr6.

A variancia fenotipica explicativa (PVE) da associagdo do marcador MCPI-12, no
presente estudo, com o comprimento de semente foi de 5.42%, estando em consonancia
com o resultado da anélise de regressdo. Prothro et al. (2012), obtiveram trés QTLs com
maiores efeitos da PVE entre 26,9% e 73,6%, para as caracteristicas relacionadas ao
tamanho de semente: largura, comprimento, e do peso de 100 sementes. Além disso, eles
também detectaram um maior efeito de QTL (PVE = 25,6%) para o peso de semente. Liu
etal. (2014), obtiveram PVE de 18.8% e 15.7% para o comprimento e largura de semente,
respectivamente. Zhou et al. (2016), obtiveram PVEs acima de 48,5%, 42,2% e 45,3%
para o comprimento, largura, espessura e a massa de 100 sementes. Além disso, Li et al.
(2018) ao mapearem QTL para caracteristicas relacionadas ao tamanho de semente
também encontraram PVEs altos para o comprimento (94,1%), largura (95,3%), e a massa
de 1000 sementes (93,0%).

5.4 Conclusoes

1- Foram identificados 11 marcadores polimorficos na populacéo;
2- Foi identificado um marcador SSR (MCP-12) associado ao tamanho de semente;
3- E necessario realizar a validacdo desse marcador em outras populagdes, antes de ser

explorado dentro dos programas de melhoramento da cultura.
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Foto: Karina Branco

Figura 1. Coleta de amostras foliares em individuos das populagdes P1, P2, F1 e F2 de

melancia para posterior extracdo de DNA genémico.

Foto: Tiago Lima do Nascimento

Figura 2. Precipitacdo dos acidos nucleicos durante a extracdo de DNA quando

adicionado o alcool isoamilico gelado.
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Foto: Tiago Lima do Nascimento

Figura 3. Quantificacdo de DNA de individuos da populacéo F, de melancia.

Foto: Tiago Lima do Nascimento

Figura 4. Genotipagem de individuos P1, P2, F1 e 119 individuos da populacédo F> de

melancia utilizando o marcador MCP-12.
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Anexo A. Lista dos 159 marcadores microssatélites que foram analisados no primeiro
capitulo desta tese.

Nome

Sequéncia do primer (5'-3")

MCPI-03 a
MCPI-04 a
MCPI-05 a
MCPI-07 a
MCPI-09 a
MCPI-10 a
MCPI-11 a
MCPI-12 a
MCPI-13 a
MCPI-14 a
MCPI-15 a
MCPI-16 a
MCPI-17 a
MCPI-18 a
MCPI-20 a
MCPI-21 a
MCPI-23 a
MCPI-24 a
MCPI-25 a
MCPI-26 a
MCPI-27 a
MCPI-28 a
MCPI-29 a
MCPI-30 a
MCPI-31 a
MCPI-32 a
MCPI-33 a
MCPI-34 a
MCPI-37 a
MCPI-39 a
MCPI-40 a
MCPI-41 a
MCPI-42 a
MCPI-44 a
MCPI-46 a
MCPI-47 a
C.l 1-06b
Cl 1-12b
C.l 1-20b
Cl.1-21b
C.l.2-23b
Cl.2-61b
C.l.2-40b
PEX5 ¢

ADPGPS ¢

GCATAAACCACCTGTGAGTGG/ATGGCTTTGCGTTTCATTTC
AGCAAATGCATGGGGAAAAC/ITGTTGAATGGAGGCTTTGAG
ATTTCTGGCCCCAGTGTAAG/GAACAACGCAACCACGTATG
GGTTATGGCCATCTCTCTGC/GAGAGTGGGCGTAAGGTGAG
TCAATTCCAATCATCCATCC/ITAATGGCCGGACTTTATGC
GATGATTTGTTTGTTCTGATCTTTG/AAACCATCACTGAGAACAAAAGG
GAGCAGGGGAGAAGGAAAAC/CCAGTAGCTTTTTCCGATGC
GGAGTAGTGGTGGAGACATGG/TCCTTTCTCTTTCGCAAACTTC
TTCCTGTTTCATGATTCTCCAC/TCAGAATGGAGCCATTAACTTG
TCAAATCCAACCAAATATTGC/GAGAAGGAAACATCACCAACG
GCAAAATGCAACTGTTTATCG/CCATTATGATTTCAATCAATCTCC
TGCTCAATCCACCCTTTCTC/AAAAACAGCAACTCTCCCATC
CAGAAATTTTGAATAACGCCAAC/ITGACTGCATTAGGGTAGAAACG
CCGAAGCAAGATGGTTTTC/AAACCGATATGCCTGTCTGC
GATCTCCTCAAAGCCTTACCG/CGGATCCGATAATCTGCTG
AAAGTTTTCATGCCAACGTATC/TCAGCCAATATGGTCAAATAGC
CCACCGACTTGCTTTTCTTC/TGTCACCATTTGAACCAAGG
GAACTTTCAAATTTACAACAACAAAC/ICAATTTAATCCCTTCCATGC
TACCTCAGTCGACGCTGTTG/GATTTGTGTGGAACCCAAGC
CAGAGGAACGAGAGGGAGTG/GGGGAGCCCATATTTTAACC
GGGAAATTAGCCCTTTTGTTG/AATGGATGGGATCGTGCTAC
AATGTTAAGCAGTAAGCACATGG/ACACCGGAGAAGGTGAATTG
CACAATCAAGGAAGGTTCAGC/ITGAGCAAGCCAACAGAAGTG
GCTTTGAAGTTTGTTTAATTTTAGTCC/CGCCTCACGCTCTCTCTAAC
TAACCGTCACCAACCCATTC/TCCAAAATTGGTCGGATTTG
AAGGCTGCAGAGACCATGAC/AATGATGAAGAACGGGCAAG
CGTCATTTGAGAGCATTGGA/TCCAATTTTGTTTAGTGACATAGAGTGC
CCAAATTGGACCAGAACCAC/AAGCCGTCAGTCTCGGTTAG
AATCTTCCCCATGCCAAAAC/GACTTCCAAACCCTCCCTTC
AGGCCCAAAACCTAACTTGC/CTTTTGCCCTCGCTCTTTC
AAAAATTTGAAAATTAGGTGAGGAG/TTTTGACTAGGTGTACACTACCTTTG
AGGTGGTATGTCGCTCATCC/GTGGGAGATGTGTGAGCTTG
TGCTTAAACCTCCGTTCTGG/ATTTTCTTCAGCTGCGTTCC
ATTCAAAACGCAAGGGTCAG/ATCAGGGGTACCACCTCCTC
CAAACAAAAACTTAGGAACTAGATTG/ITTAGCCATGAGGCGTGTACC
TTGCCATTGAAATTTTGAGAAG/TCAAATTTTGTTTCTTGGAAATG
CACCCTCCTCCAGTTGTCATTCG/AAGGTCAGCAAAGCGGCATAGG
GCCTTTGAAAGAGAGTTGCTCG/GCGCGTCCCTTTTTACCA
CGCGCGTGAGGACCCTATA/AGCAATTGATTGAGGCGGTTCT
ACCCTCGCTGCTGTTATTCA/TGTCCCACCCAACATTTCATT
GAGGCGGAGGAGTTGAGAG/ACAAAACAACGAAACCCATAGC
TTCTGCTCAGTTTCTTCCTAAT/CATCCTCAAAAAAAGGCTAAG
CTTTTTCTTCTGATTTGACTGG/ACTGTTTATCCCGACTTCACTA
GAATAATTGCATCTTTTGGC/AGAAGATTCGTACATGGAGC
ACCACAACACAACACAACAC/AAGCTTTGCATTTACTTCCA

Continua nas prdximas paginas...
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Anexo A. Continuacéo...

Nome

Sequéncia do primer (5'-3")

Cl.1-21b
C.l.2-23b
C.l.2-61b
C.l.2-40b
PEX5c
ADPGPS ¢
SAT2c
SAT3c
WM403 ¢
CYSTSIN
URFc
MITODIXI c
WGA3H ¢
WSUS ¢
EST0069 ¢
EST00680 c
ESTO00675 ¢
EST00674 c
EST00667 c
EST00644 c
EST00507 ¢
EST00612 c
BVWS01116d
BVWI00072 d
BVWS00255 d
BVWS02029 d
BVWI100349 d
BVWS02248 d
BVWS02388 d
BVWS01426 d
BVWS01767 d
BVWS01965 d
BVWS02249 d
BVWS00244 d
BVWS01728 d
BVWS00911 d
BVWS02202 d
BVWS02416 d
BVWS01450 d
BVWS02428 d
BVWS02366 d
BVWS00241 d
BVWS02335d
BVWS00339d
BVWS01067 d
BVWS01050 d

ACCCTCGCTGCTGTTATTCA/TGTCCCACCCAACATTTCATT
GAGGCGGAGGAGTTGAGAG/ACAAAACAACGAAACCCATAGC
TTCTGCTCAGTTTCTTCCTAAT/ICATCCTCAAAAAAAGGCTAAG
CTTTTTCTTCTGATTTGACTGG/ACTGTTTATCCCGACTTCACTA
GAATAATTGCATCTTTTGGC/AGAAGATTCGTACATGGAGC
ACCACAACACAACACAACAC/AAGCTTTGCATTTACTTCCA
AGATTGACAACACATGCAGA/TTTTGCTCATCCTACGAGAT
TGAGAGGAAAGGAACCATAA/GTCTCTTGCAAAGCTCAAACT
AAGACGACCGTCAATACAAC/IGGAGGGAGAAAGTGTCTTTT
ATTTTCTTGCTTCAAATGGA/ATAAGCAAAAGCATCGAAAG
AGCAGCACCTTGTCTTGTAT/CACAGATCCCACTCAATCTT
ATCTGTCAAGATCACGAAGG/TGGGAAATAGGAAACGTAGA
CGATAATCGACTTTCTCGAC/IGCTTCTTAGCATCATCAACC
ATGAGTGAGAAAGCTTGGAA/AATACTCCAATTGATGACGG
CCAAACCCTTCTCTTTCTTT/AAGGAGGTGAGTGAAGGTG
CCTTATCTCAACTCTTTTCGGA/AGGATTGGGCTTGATTGTTG
CTTCCTTTCTCTTCATTCCC/TGAGGGAAAACGAGTTTAGA
CTGCCTCTTGAATTCTCATC/AAATCCGATTAAATGCGTTA
ATTGACTCTGATTCTCCCG/GGAGGAAGATCAAAAGAACC
GAGAGAGAGAGAGAGAGTGTGC/GATAAGGAAGAGGGAGAGGA
CTTGTTTTCTTTTTCGATGG/ATTAGATGGATGGTGTCAGC
ATGGAGATCCAACTTTTGTG/ATAACCTGGAAAAAGCCGTA
TGGCTTGAATTTTGGAAACC/GAGCTTCCACACCTGAATTTT
CCCAATGTACTCTTGCATGG/CAAGCACTTGGGTCAAAACA
AGCATGAGAGTCCTCACCAAAGAC/TTAGAGAGGAGACCAAACTTGCCA
GTATGGGGGAAGAGGAGAGG/TTAGCTTCCAAACAGGCAGC
ACACACACACACAACTGCGA/CGACACATGCAAGCCACAATA
GGATGGATTGAACACGATGGC/TGCGTTGGGGAACTTGCTTG
CGACCTTCCCCCATTCTATT/ICATGGAAGTCCACTGCATTAAA
CATTTCTGCCCATCAACACA/CCGACACAAAATCAACCACA
GGAAATTTTGGGGCAATTTT/TTGCATCCCAAGACATATTCA
AGAAGCTGAGCTGGTTTTGG/TTGCACATAAATCCACTCTATGC
CCGAAGTGAAAGGAAAGGAT/AGTCAAAGAGGCTGAAACCC
GCTACAAGAAAGCAGTTTGGATTTTC/GCATGGATTGTATCAAACAAATGCT
CGCTGCTACGTCCTCTTACC/TGCCCAAGAATAATGACGAA
GCGTTACCCAAATTTTCAGG/AAGAAGGAACACGTGGGTTG
AATGAATTAAATTTCTTCGAAAATG/TGTTGATAAATTATGGACCTTTTG
AGGGCTGCCTAGTTCACAAA/TCCATAGTTAGGCAGAAAAGCA
TGATCCTCCCTTATGCCAAC/AGAGCCTAGCACACGTCCAT
TTGGATGGGGAACTGAAGAG/GGCATGAACTTCTTTCACCC
TTTCTCCACACTTCTCTCTGGA/GAAAGGCATCAATGGAGGAA
AAGAAACCTCCAGAACAGCTACCC/AGAGCAGGCACACAAACAATACAA
ATCCAAATGCTTGTTCCGTC/TAACTAGCCGGCATCTGACC
TTGTTTCCTGGGAATCCTTTTTCT/TCACTCTTGTCTGGCCTTTAAGAGA
CCTGATCTATTGCCTAGTGATAGAAG/TGGAAAACGAAAGTTGTCAAAA
GAATTTGCTTCAGCCTTTGG/TTCATTTCTAGGTTGGTTTTAAGATTT

Continua nas proximas paginas...
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Anexo A. Continuacdo...

Nome Sequéncia do primer (5'-3")
BVWS02384d TCCAAGTGGCTTGCTCTTTT/TCTCAACCTCAAATTCCGAGA
BVWS02424d ACAGCGTTACTGCCGTCTCT/TCCTCCTTCGTCTTCCTTCA
BVWS01562d GGAGATGGTCATGGAAGCAT/TGGCCACTCAACTTCACAAG
BVWS01358d CCCTATTGCCTATTTTTCTCAA/AAATTTGTGCTCTTCGTGGG
BVWS00119d TCAATCAATGAAGAATTGGAGAGAAA/CATCCAATGACCATTTTTAAACCA
BVWS01377d GACAAAATGGATCTACAATAGAAACGGCTTTTTAGGCACGAAACCA
BVWS02045d AGGAACGAGGCGAGTAGACA/CATTCTTCCTTCTTCCCCG
BVWS01724d AAAGGTGCGTTTGGTAGTTGA/TTGAACGGTGGAACAAAAAG
BVWS01149d GGAGGCAACTGTTTCTGTGC/ICGATTTTAAGCTATTGGTTTGG
BVWS02332d AACACTTGATTGCGGACACG/AAGCCAACAAATAAATGAGC
BVWS00991d TACATGCAGGCATGACCCTA/TTGAAAATGGATTTGATGTTGC
BVWS02430d TAAAATTGTGGGACGTGCTG/TTGGAAATGCCAAACGCT
BVWS00373d AAGTGCCACTCGAAGCAACATAAC/CGCCATTTTTCTTTTTCTTCTCAA
BVWS02009d TGGAATCAGAAGATGGAGGG/GCCTTGCAGAGAGAACCAAG
BVWS00193d CAATGGTGCTCAATTCAACAAA/ATACAAAACGTCACTTCACCCAAA
BVWS02377d CTGAGGTTCAATCCCGCATA/CTCCAATCCCAAGTCCTTCA
BVWS01133d CATCCACCTCAAACTTTAGAAACA/TTCTATTCCCGTCATTTCATTG
BVWS00567 d GCGCTTCAAAAACCCTTAGA/TGCACGTATGTACGCAAAAA
BVWS00959d GAGGATAAAAGCGCATTCACA/TGCATGTATGTGGGCAATTT
BVWS00030d ATTTCGCCGAGTACACTGAAAATC/GTGAAAATCCACGAAGCTAACCAC
BVWS01136 d TTGGTCATCAAGGGGGTTAG/AAAACTTGCATTCTCAATTTTCG
BVWS00844d CCCAATGTGAGAGGTGGTTT/ATGGATTGTGATGGCTGTGA
BVWS02397d GCTTCCGTTGCTACTTCTGG/GCACGCCACAATTACTTCCT
BVWI100294 d CAGGAATCACCTGTTACCCA/CGAGAACTTATATTTACAACAACGATT
BVWS00288d TTGCCAACTTATCATGAAACAAAAA/AGAAACAATACAAAACCCAACCCA
BVWS00592d AGCATGGATAAAGCATGGGA/GACCGATTGATGGCTTTTTG
BVWS02443d AAAGTTTTCATGCCAACGTATC/TCAGCCAATATGGTCAAATAGC
BVWS02429d AAGGCAAGCCAAAGTCTCAA/ACACCCTGCAATTTCTGAGC
BVWS02449d AATGTTAAGCAGTAAGCACATGG/ACACCGGAGAAGGTGAATTG
SSRM495 e CATTGCTTCGTGTTACTGGAGA/GAGATTTACCCACCGCAGAAT
SSRW1-115¢€ CCTTTCTTCATATTCTTCTCAATCTC/CATGACCGCAACTTCACCTA
SSRW3-2 e AGATGACCAAACCAAACCCA/CAACGTTATGGGGATGAAGG
SSRM545 e CCCTTCATTTTCATCATCC/GAAGACGGCAAATTGAGCT
SSRW1-36 e GGAGCATCGTCAGAAGACAA/TGTAATCGGTTGAGTAAACAGGA
SSRW3-4 e ATCTCTACCGGAGGTGACCC/TGTAATCGGTTGAGTAAACAGGA
SSRW1-49 e TTTCCCGCATTGATTTTCTC/GAGAAACGCTTCCCACAAAC
SSRM1-174 e TTCCACATGTCTCTGCCAAA/TCATGGCCTTTGTGTTTTGA
SSRW14 e ACTTCTTACCCATCCCCCAT/CGACGATTTCTGTGCAGTGT
SSRM390 e CTTTAGGTGTGAGATTGGTGG/GCACATCATTGGAGTAACTCG
SSRW1-49 e TTTCCCGCATTGATTTTCTC/GAGAAACGCTTCCCACAAAC
SSRW3-6 e GGAGCATCGTCAGAAGACAA/TGTAATCGGTTGAGTAAACAGGA
SSRW17 e GTGGATTATCGCAACGTCTGT/CAGGTCTACGAATGGGGAAA
SSRW3-8 e CGAACTTCGAACAAGATAATGTG/ATGAAAAACCAAAAATGCGG
SSRW3-9 e CGAACTTCGAACAAGATAATGTG/AAACTCCATATTTGCGCTGC
SSRW58 e CTGCACACTGCCCTCTTCTT/GAGGGAGAAGCTTTGGGAGT
SSRW36 e GGAGCATCGTCAGAAGACAA/TGTAATCGGTTGAGTAAACAGGA

Continuacao na proxima pagina...
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Anexo A. Continuacdo

Nome Sequéncia do primer (5°-3")

SSRM638 e TGCCTTCCCATATCAAAACA/GGTCATTGTCAGGAAACAAAAA
SSRW1-86 e = TTGCACAAGACAGCAACCTC/AAGGGGAGAGGACGAAGAGA
SSRW3-13e  CATCCAACCCTTCCCTCTCT/CACATGCATCACCATCATCA
SSRM2-551e GTATTGGAATCCTCTTTCTCC/CCCATTGGAACAATTTTCTGC
SSRM183 e GAAACCAAAAACGCCATTTC/TAACATCAAGCAGTTCGCCA
SSRW3-14e  CTCATCCAACCCTTCCCTCT/CACATGCATCACCATCATCA
SSRM244 e CACTCCCAAATCCTCTTCCA/GAAACATCCATCCATATCCAAAA
SSRM454 e GGGGTGTGAAGCTGAAGGCAAAGTC/AAAGGAAGAAGAAGAAAAAGGAGAA
SSRMb553 e GGTATTATTTGCCCCCACCT/CAAAAGGAAAAGATAGGCCC
SSRW3-15e = CATCCAACCCTTCCCTCTCT/ACGGCGTAGAAGAACGATTG
SSRM1-133e GTGGTAAGTTGGGAATGGGA/CCAAAAGGACTCAAAAGCAAA
SSRM1-134e GGAATGGGATTTGTTTCCAA/CCAAAAGGACTCAAAAGCAAA
SSRM457 e ACGGATACATCGAGGAGACTTCATG/GTCAGCTTCAACCCTTTACTTTTTC
SSRW1-27 e ATCCGACGACCCATTAACAA/CAGATTTCCGAGAGGGAAAA
SSRW1-28e  GGCCTTCTTCTTCTTTCTTCTTC/AGCAGAAAAAGGGGGTTGTT
SSRW1-118e GAATCATGCACCGATGACAC/GCCAAACAAGTCTCCCAAAA
SSRW3-17e  CGAACTTTCCTCCAGCAATC/GTCTACTAGGGAAACGGCGA
SSRM1-521e TCCTTTCCGGTTTGTGCTAAT/GGACCAAACATGGTTGAAAAG
SSRW3-20e  CTTACCCTCTGCCCCAATTT/GTAGGAATCAGTGGGGTCCA
SSRM1-306 e  GAAGCTCATGGGATGAAGGA/TCCATGGATGAGGATACACAA
SSRM309 e AGAGAGGGAAATGGGATCGAG/TTTGGTGGACTTAGTCTACTAGGA
SSRW3-22e  TGGAGCCTAAAAGATGTTGGA/ATGTGACCACCTAGGGCTTG
SSRW?28 e GGCCTTCTTCTTCTTTCTTCTTC/AGCAGAAAAAGGGGGTTGTT
SSRW1-241e CAATGGACATTCATATTCAGGC/GAAATTCCCAGATTCCCGAT
SSRW?22 e TATACTCGCCACCCAACCTC/TCTTCTACGGGCATTGGAAC
SSRW3-23e  TGGAGCCTAAAAGATGTTGGA/CATGTGACCACCTAGGGCTT

3 Primers desenvolvidos por Joobeur et al. (2006); ° Primers desenvolvidos por Jarret et al. (1996); ¢ Primers

desenvolvidos por Guerra-Sans (2002); ¢ Primers desenvolvidos por Ren et al. (2012); ¢ Primers desenvolvidos
por Cheng et al. (2016).
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RESLIMEN

El tamano de las seomillas =5 um rasgo agronbmioo importante, pudienda utilizarse para difereotes habdsdades.
Rlentra que b semnillas pequefias garantizan un mayar apreveckamiento de la pulps. semillas mis grandes
faciliram Ia ssemibra, sin eonbango, existen poccs tabajos seboe o connmd genético de este cardoner en la sandia
El ohjstivo de este trabajo Foe estudiar la berencia del tamaiio de las ==millss en poblaciones de sandia oo
mando genotipos contrastantes, buscando propanci opar soporte tfcnbcn durante la seleccién del tamanio de ka
semilla en el desarrolla de nusevos penotipos de este Eruco. Fue medida |a longloud de & semilla de seis poblacio-
nes PU, F2, FL P2 RC, ¥ RC, urilizande o pecaedimnienio @ieracion s sgrepannes v mo segregactes (GEMES),
par medic-del cual fue posible concluiz que 1a herencia del tamaiio de semillas en bis poblaciones estudiadas e
cortrolada por dos genes con dominanda moocmpleta. Ademds, dependlendo de bz pablaciooes estudiadas La
hereneas el carfierer on ciaestide puicde compertars de marers difirente. Lo seleceitin de individios supersans
deritrn de lag poblaciones poeds ser realizada con base en el fenotipo, bo que posibiin la exploccicn de estos

individucs dentro de los programas de mejoramiente pars compoeee liceas o hibridas.
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magemiersa de sehno: selecsion: codomirancis incanplets

Fmzerand for pubication §0-00-2080  Arcepbed for peblcatiar 30-20-2000

Watermelan [Cirales hewitas (Think.] Matsim snd
Makai] ig one of the highest velding fodr coops in
Braml. and accoeding to the 2016 wold ranking, the
country was manked as the 4% licgest watermelan
producer, with 2000432 ¢ of fruit, secord ooy o
Chdna (M2043,138 o), Tuckey (3,928,802 1} and Jran
[3,B13,850 t) (Fao, 2018} The development of new
genciypes with cammercial arcributes different Eroen
these aleeady on the marker, such as the size of the
seeds, can make the production of Brozilian waber-
melan mare expressive. fMoreaver, the consumer mar-
ket has mcreasingly beer: demanding nustitious and
halehy frics (Faries e af,, 2014

For fresh consumprion, the smaller the seed size, the
easks It bevomes (o consumse the frubt, while fior the
prasdicrion of fruit and sceaing in the ek, the lagper
the weed sze is, the greater the production and the
easier the planting. Thus, understanding the genetic
comtrol of tralis & Important Eor the development of
genoTypes simed an having the mosr diverse charac-
teristics (Li er al,, 201E]. However, it i3 worth meo-
tioning that information about the genetc hebavior
of warermelon characteristics ls scarce. Among these
reprts, those studving the size of the seeds, f-md:-e.

Bre, Colorsh, Caez. Horsc

INTRODUCTION

beeirg2 rare; ane quite old which characterizes i as be-
ang o of the giain okaracles fo bresdere,

o previaus studies, Poole eral. (1941), cleed by L e
ail. (B8], describiad chat the peretic contred of seed
gize wae coanrolled by T genes, 8 agd 1, with 8
Ineing epistaric to DL A fewr years later, the T gepes
for tloy seeds and “ol s for romato seeds wens
cheecribed (Tanaka e ol 1990; Lie af, 18, Accand-
ing ta Yong o af. [200%), wabtermelon seed eize can
e classified as giant, large, medum, small, mico
ard iy Im additson 1o seed size, inheritance sm-
chies of other chamereristics in warcrmekn Bave been
mpoited, including Eruit yield (Eumar and Wehner,
113, s=ed mass [Adjouman er a)., 2016, resistance
1o the PREVM wirus (Alves &1 al., 2004), and H|
sl [Gisamini er @, 200M). This supgests thas betane
petborming a charactenisix improvement, it is neces-
sary to understand the genetic contral mechanisns
within the populations of Interest

Thus, the objective of the present wook was to study
the inheritance of serd size characterstics in waber-
milan papualatsons thraugh coessing of contrasting

gencaypes
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MATERIALS AND METHODS

Obtaining the popuistions

The expenment was conduceed from 2017 to 2048
at the Bebedouro Experimental Statlon at Embraps
Seminide in Ptedina-FE (Brazil), Twe waresmel-
on lioes, with contra seed size, were used lice
31715001 (°P,") (small seed) and hneage 31717.008
{*7:") tlacge soed), to obtsn F, Fy, 3C, and BC;
populations.

As such, croszes weze carried cut vis contioded band-
pallicatton (CHP) accoeding to the methods used by
Nasciento ¢ al. {2018). the CHP in the
flomvering stage, male and female 16 of the lin-
eages and the F; hvbods were lsclated ac the.
iy wsing aluminuen sacher bags Ot the following
cay. the cpen male Bowers were detached from the
plants, theit perals were removed 1o expose their ae-
thees, and then pollen gains wice gently depoestéd
an the stigmas of the female Bowers. After this pro-
cedure, the pollinated fowers were (dentified with
cardoosrd tags containmg infoanation ca the paren-
tal croezings, plant type, and CHP date. Afterward,
the Howers wete Isolated agaln far a peried of 72 h
Betwien 30 and 35 d after pallisation, the fruits wee
harvested, and theic seeds were extracted, washed
opxd Jeft te-duy in the shade.

To obtain the F, populaticn, between fanuary and
April 2017, eoeds Were 30Wn i polyssyiens T16ys cot-
talning proper camumercial substrate and then in
a greenhouse for 12d. Alftes thar periad, the seediings
wege transplanced 1o the field,

In the following generatica, five seeds from the par
enrs (P, and By and from the F, populstion wew
sown dunng the months of May to August 2017,
and wsing CHE the F, plants were self-fertilized and
simultanecusly crossed with the pasencs, P; and By,
which produred the seeds of F,, BC, and BC; popula-
tions Al lattans obeatned wese then cvaluated
in the field, from May to August 2018, ueder open
pallipation.

Fernibization was carned our mecording 10 o 6ol anal-
ysis and a5 recommended by Mendes or o (20107,
with 30 kg ha of N, 80 kg ba' of 20y and 30 kg
ha' of RO, plus 15 kg ha* of ZnSO, and 10 kg bs*
of CuSC,. Ferttlizers were t i with

water conzalning 50 kg hai of N 1n the form of Ca

(NO; and 40 kg ha! of RO wsing KCI, between 50
to &0 d ofter sowing,

The water was spplind by &ip oigation at s daly
cepeh that varied accarding to the plants’ needs
depending on climatic conditions, monlteesd by &
weather station Jocated pear the expedmental acea
The crop coefficients {Kc values) used to calculate

evapatranspisstion (ETc) were those obtained
by Feeitws and Bezena (2004) in Canand®. CE Baazil,
toe Crimzcn Sweet watermelon, whose coctespond-
ing vales were 0.46 ro 070 st the wegesative stage,
0,89 t¢ 1 22 at the fowening stage, awd 114 ted.74ar
the frutting stage.

Fhytceanitary treatments were cartied out with ag-
cochemicals registesed by the Brazillan Ministry of
Aggculure, Livestack and Supply, and weeds were
semoved manually

Phenotypes of seed size in watermeion
populations

Duning the moaths of Apcil to August 2018, scods
from 23 the populaticas were gezminated in expand-
od palyseyrene trays cone commercial substrare
for wegetables At 12 d afrer sowing, the seelings
wete tansplantzd mia the field at the Bebedouso Ex-
petimental Starion in accordsace with a compleccly
mandomized derign, with each plant considered aa
experimental urat and wath a varied nuzmber foe rach
popularicn, in kil previcesly prepared with groy
plastx mulching sheets, with | m spacing betwern
plants and 25 m becween cows. After tansplanting,
the seadlings were covesed with an agrotexrile Ban-
ket until the Howering pericd, at which point 3t was
remowed far The seeds of each pepula-
rion came from a sngle fruit

At 70 d afeer planting, fraiti wese barvested, Thw
oeds were subsequently extracted, washed and Jett
to dey in the shade. Eighe, 10, 7,271, 95 and 94 plants
from the Py, P, 7, F. BC, and BC; populations, ce-
spectively. were evaluated.

To iwvestigate seed size inheritance, seed length was
meagsaed, ¢ this chacactenstic is highly correlsted
with wiith and weight (Hawkins and Dare, 2001)
The kergrhs of 10 sends were messucad witl a digical
caliper (Stainiess Hardened: ILYES474) folowing the
method used by Nascimenta & .. {2018), with seeds
sandomly chosen from ane froulr of each plaat.

Mol 14 Mo 1 2020
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The mean and vadance [B) {odpy = ode, = o b
Py ooy =mhpp=o)  Fi lodey =mipo=od)
Fy [ofies = b ), BC, (fipc, = Fgaca + fhms,))

and BC; (e, = #gmey + Plmey )| OF the populasions
wiere Then estamared,

The mean of domimance (MDD of che
charserimisic was ewimared basel om the war-
amees and io accardance with the medel MDD =
2A— (R + R - B Broadsense (o] (1) and
marrcrarsense (& (2) herdtabllity were estlmated as

Frallorars:
% ;FII :l':

bj - _;L_’_"'I.m.‘l#u_"hhl 3

Eral
Addittanalhe, the values of k1 (based on vartarce) and
k2 (haged om the mvan) were esrimsted, whepe k=0
indicates the absence of dommance (k=0=additive],
0z k = | indicates incomplete dominance, k=1 in-
dicates over dominance, and k=1 Indicates complete
dorminance,

Additionalhy, the minimum pumber of genes (ARG
contrclling the charactecistic was estimated by the
fremula w = (P, + P /8 [0°yaz]. 1o terms of com-
puEer pescurces, e “seg and non-sEgregating
EENErarions” pw{edu:e oo T}:EEN'ES sofasee pro-
gram was used [(Cruz, 2006).

Afrernward, the characteristls mican was subjected oo
The chi-square (X7 vest ar @ 0,05 significanoe feved foo
verification of the mendelian pattern within the F;

papuelation acconding to the following model (3]
e g

whene X7 is the chi-squane walee caloulared and O,
and Esp, ape the observed and expected Erequencies of

ihi i-rh phencovpse class (r = 1, 2, ..,
(Schuster and Cruz, 2013

n, spcsively

RESULTS AND DISCUSSION

The mear, vamarce and standard deviation of the
zeed] lengrh of the parents of the segregaring popu-
baticos (Takb. 1) were different, which indicated the
exignence of generic varnbaliog berween them.

The vesults are in lee with the assumption of Cruz
or ad, (X114], wha saned that betfer poecision o ge-
et Anddvees rocuices parents wise sudied charac-
teristics cantrast. Accoeckng ta those authars, genetic
parameter estimates allow the denrificatian of the
matuit of the acvion of the peees invelved in char-
acterstic contiel Thes estimater can be weed oz
an advankagees auxibary tool i breeding program
MaNagemint.

The variance expressed by the parents and the by
farbds shioeared bover values. while the F; and RC, popu-
Litlees presented high values Similar results wene
rep-::fmiph':.' SORIZA #F nr (2004), wheo, when st
ing seed size inkeritance in watermelan generations,
afserved high values of vadance in the Fy and BC;
papularicas. The bagh values in beeh studles posss.
T oocured Betavsd pEie segreganaon wirthin thes:
populations is hagher thaw in the cther populstions.

Altheagh warermelan is an allagamccs species, the
e vk of warianee io vhe Py, Py and Fy popelarions
of the present study are due to enviranmental fac-
tors, since the pazents ussd to develop the segregat-
ing populacions wer: peoersted by seven oveles of
eelf-Cerrilizarion. Thue esch of the planes of these
genemtioos ks considered to cocrespond to the same

genciype. Howewver, expecting higher values of the

Tablo 1. amber of glanes. mesas variance snd seardard deviatisns of soed 5o a8 evluated for s watermelin papidetont, |

Canaraton (zeed szl Kumber of indradusi Gtarderd deemticn
P il ) | E 550 0m=s | 17
P, gt 1 1463 M n3l
F, Imsdiurei T i) 1eH 16
Fo |6 arrall 1 rroacioen aned 13 lewpesil im i 5 a0 23
BL, [ amall & 4 Mg E ¥ 12 50
Bl ' madwm and ' lmgear W SE8 G4 L
Sl e in: prpubsiora

Bre. Colormb. Caec. Hessie,
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The mean and wvaranee [F (o, = odp; =i}

Py (ol =ompp=od).  Fr dodey =ompo = od);
F; (e = ), BC, (Fipc, = Fpaca + fame,)
and BC: (ofac) = Phmey + fhmen)| of the populations

whiere Thegn esanuared.

The mean of dominance (WDDM of the
charpcrozistic was eximaced based on che var
apces and o amcordance with the medel MO =
R R+ PR - P Broadsense (2] (1) and
marrcrdr-sense (A3 (2 hentabiny wene esiimated as

frl Lopare:
:%:L;rd‘]—'li ﬂ-l:] fl L]
H'%-ﬂh@.ﬁm el

Additiomalhy. che values of k1 [based an varancs) and
k2 (haged on the mean) were estimaned, whem k=0
indizates the absenee of domimance (k=0=acdditive],
0 = k < | indwates incomplete dominanee, k=1 in-
dicates cver doanlnance, and k=1 Indicabes coonplete
daminanece,

Additbomally. the minimum number of genes (RG]
controlling the charicreistie wae estimated by che
feamuly m = I,F +P] £ 8 [0 paz]. I erms of com.
PULEr pesources, the “seg and con-segregating
EEnEArions” pm-::u{edu:-a- oo T]'r?lnEiE[‘ES sofware pro-
gram was used [Cruz, 2006).

Abrerward, the characoerlstic mean was subjected o
The chi-squace (571 vesr an 6 0,05 significacse Jevel for
verification of the mendelian pattern within the F;

population acconding to the following model (5)-
o gt a

wihere X7 is the chi-sgquane valee cakoulared and O,
and Esp; are the abserved and expected Erequencies of

whi: i-th pheneoypic claga i = 1, 2, ..,

} ), egpeinaly
{achuster and Cruz. 2013).

RESULTS AND DISCUSSION

The mear, vaiance and standard deviation of the

seed bengeh af the parents af the segregating popu-
Baticens (Tak, 1) wers: diffesent, which indkcaned che

exigrence of generic varnlioy eraeen thea

The r=sults are ir: line with the assumption of Cruz
er df, (E014], wha smared chat berer precision in ge-
DETEs AnATVEe: Coduines parenrs wiade eticiod chacac-
teristics contrast. Acoorcing ta those authars. genetic
parameter estimates allmy the identification of the
natune of the acvicn of the peoes invoelwed in char-
acteristic contiel This. estimatee can be wsed as
an advantageoss andaliary tool m breeding program

min.:ﬂrmmt.

The variance expeessed by the parents amd the by-
torids shovased bowr values swhile the E. and RC, popu-
Lilons presented high values Similar results were
repmtdph-,.l Soniza o nl' 00, ik, when sk
ing eeed size inheritance in watemmelan generations,
observed high values of vadance in the Fy and BC,
papulacioms. The bigh values in boch studles posss-
biv securped Eetausd g sepepanaon within These
populaticms is higher than in the other popalatione.

slthoagh waterencdan is an allagameos apecies, the
Jerwr ushse of vasiance in the B, P and F, popeliricns
of the present study are due to envicanmental Eac-
tors, since the parents used to develop the segregat-
ing populatices were: peoemted by sevet cyles of
selb-ferrilization. Thue, eacls of rhe plunes of these
genemtions is considersd to cocrespond bo the same

genceype, However, enpecting higher walues of the

Table 1. ambarafgias meass. variance and ssardard dewiations of sead sz s avelusied for six wateomesien populeans, |

Canarsbos (zesd zou|

Furnbar o indresdusiz

P, vl | E LE nmE | o7

P, lkwpgpet| 1 1153 N nat

F, Imsderi T BER 1EH 1§

F, 14 sovall 1 meacioen e 1 lewpesi| il Tl oAy 23

BE, "4 el ared ' miadun ¥ fLdd n24H [IE21]

Bl [ madwn o ' et L 1] g au
Saecd e i prpubsiiom

Fre, Colorsh, Capec. Hosic
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the: sealless soed mass was menogenic ansd daminant
ezt the lasgest meed maee (Meetman, 1957,

Similar pesales wrere observed inthe present soudy for
e gime, whiere the smallesr size, althongh nod in ac-
cordance with the expected 3:1 catso, was quate dose
ta a rateo of 1:2:1_ thus sisggesting that the characees-
etie ks controlled by paa penies.

In addition, the seed size charactenstx showed high
broad-sense and narrow-sense hentabiltty (Tab, I).
Similar results were observed by Amburand [3018],
wihio, when sradying the herrababiny of morghoagno-
noinic teaits in 30 watermelon genctypes, obtained
heritability estimates of mare than 80% For seven of
the 13 traivs evalusted, including 100-sced wieight
andd nuenber of eeeds per fruin. According re Cruz &
m. (2014), marcow.sense heritability represents the
variance of the additive type Bwed in the populatians
as a result of the acdvancement of generarions. Based
an ks informmaricn, the oreedaricn berwoen ple -
typic values and genetic values is considesed high foo
the charactedistic in questban, and it is possiole to se-
Jeer individuals with relatively small soed sizes based

an their phemoType

Ta infer the mean degree of dominance and deres-
mige the besr srratﬁ-' 0o JMpEove Varicess chagac-
tedstics, the values of k1 (0.33] and kI {.68) {Tak,
) were calculabed and shosved mutual agreement,
:I.nd.l.n:;11ng the existence of LIL'DmF\[EbI:" dominanice For
sewd size in the soudied popalations, Adjoemani &
al. (2018}, wihen studying the genetics of seed traits
resulting Erom the intraspecific crassiog of distinct
watermelon vanetles, obtalned the same cesules. [n
barh srudies, these resales seinfonce the effickency of
genctype selection of individuals of interest based an
the phenotype.

The minimwen vakee Bor the oumber of peoes i
wobved in the contrel of the stisdhed chaencterstic wos
1.8 [Tab. I). This information &= imipoctant Ear ot-
mating the rype of inheritance that comtrals @ given
characreristic {Loboral, 2005). In che present study,
zeed size = contralled by two genes, indicating that
smpler breeding methods, such as mass selertiom,
can be used to abtain small-seed-slze culclwars.

When we perfoemed the chi-square test on the popur
lations (Tab. d), there were no signdficant differences
bepwern papulations for abserved and expected Fre-
quendies essodiared with plenotypic segegatian of
the BT population, in which all indivaduals should
present the same seed size. Howsever, it was observed
that the seeds of the wdivideals were divided inte
amall and medinm gizes, eonfirming the hyporhesis
Ioy which two geoes control the characteristic under

incomplete damdnance.

Samdagly, Pocde 2 al {1941 ived e Poothioo e al,
{2012} studied seed length inheritamce by evaluating
crasses between plants that produce small and large,
amall and mdnins, and medisen acd large seeds and
proposed that this characteistic 2 cootrolied by tes
genes because mediumesize seeds were dominant
cwer small- and Llarge-size seeds. Thase authars puo-
pastd thar the mecessive { and & peows sffonded lange-
aned small-eped phenctypes, respectively. [n additaon,
amang the evaloated gencoypes, the £ gene was ep-
statlc for . and 11 5% wag aclgned to medium-size
sock; & 55, Jarge-size seeds; and LL a0 or f s, smsll-
sze seeds,

On the cther hand, Tanaka & al (1995 proposed
that, in & Swesr Frincess waternelon popmalation,

tmy meed =re war monogenic, cootmolled oy the Tr
gene and dominant cver medium seed s=e; thus, the

Table 3. Chi-aapeawre test resutts of the weatermelen papalatians ta aveesbigate the segeegatian of twn bec based an tha 131
rahe

P E b B £ b b
R G b " 6 10 - | -
A, b 7 ! ! 1 b

Fy 5 138 = i 135 BE der : 0
B, 5 = I a5 a5 D amr 1 s

= et miprhicank ak the § 05 mgricuncs vl 1P bry tha ohd-squans et 30 OF- degreas of fescors

e, Colornh. Caec. HesSic.
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tiny #ixd size characteristic was possibly govered by
simple inhentance

The differences observed in the wauits of the pres-
ek study possibly show that, for the characteristic in
T::smn and depending on the cultivass invelved in
the crosses, inhetitance may behave differently with
respect to the popelations vndes soudy, 60 it 38 net
passible to extrapolate these 1esults to other popula.
wans Farthermeue, the nethod adopted hete for seed
FIT¢ MESSUICHNENT Wad quantitative, expressed in mik-
Imetery, while the study by Folle ot al. (1941) cotego-
nzed seed size into clisses; that 15, they performed

alitatrwe assessment, dis ng miaimal sixe
differences and limiting the popalarion

The resalts obtained by means of the predacted gain
from selectian (Tab 4) retnforce that. for the improve-
ment of the charactedistic wnder stucly, the vse of
simples Dreeding methods can be effective, =nce the
galn from the selection was 39% foo relatively Zuge
soecs and 2 decrease of |ust undes 309 fa¢ celatively
smmall coes. In other woeds, it is possible 1o select and
recombine individuals that produce laige =eeds and
small seads, seeking to develop hvbeid comblnations
thie produce seeds of intermediate size; rhis is in ad-
dlition to the possibility of explairing thes individy-
als to develop new cultivars foe different purposes

' Table & Prodicied gein from selaction fer seod size in o
watermelen F, pepolstian obteined by ereaing
COPEraTHng Vaneses,

WS 12517 5%

3 4EX) 1

| &5 08 5 B

{Pars 12294 525

NG wem of sdbaitad mBnhss: 5 sebectd BPaenss; G5 AW a0 Yon
adactzn i peeowetace | aed FA1E prachcted e b 8 oectoe oche

CONCLUSIONS

In the preser: work, inhenttance of the amallest seed
size tralt in the studied populations is coatrolled by
two geoes with Inconplete dominance;

Depending on the population uncer study, the inhet-
itance belavics for the seed size characteristic may
Debave differersiv

Selection of superor individuals for the smallest
seed size within an F; popudation can occur bosed on
phenseype;

Incesased nuonbers of indriduals can be exploited
within breeding programs to develop lines or hybods
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