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RESUMO

O oidio é uma das principais doencas foliares que acomete a melancia e outras cucurbitéceas,
no Brasil e no mundo. Os principais elementos de identificacdo de uma cultivar pelo
consumidor estdo relacionados com a aparéncia externa e qualidade do fruto. O objetivo deste
trabalho foi identificar marcadores microssatelites ligados a resisténcia ao oidio e ao padréo
de listras de frutos de melancia. Plantas dos parentais, de F1 e de F., resultantes do
cruzamento entre as cultivares BRS Opara (resistente ao oidio e com padrdo de listras
claramente definidas) e Pérola (suscetivel ao oidio e com padrdo de listras difusas) foram
fenotipadas em campo para resisténcia ou suscetibilidade ao oidio e, apds a colheita, os frutos
foram caracterizados quanto ao padrdo de listras. Para essas duas caracteristicas foram
analisados 116 marcadores microssatélites e as andlises de ligacdo foram realizadas no
programa JoinMap 2.0. A segregacéo da populagdo F» demonstrou que a resisténcia ao oidio e
0 padrdo de listras de frutos de melancia séo caracteristicas monogéncias e dominantes. Os
microssatélites MCPI_11, CYSTSIN e BVWS02441 mostraram-se ligados ao gene que
confere resisténcia ao oidio a 2,6 cM com LODs ‘score’ de 31,42 e estdo localizados no
cromossomo dois no genoma da melancia. Os microssatélites MCPI_05 e o MCPI_16 estdo
ligados ao padrdo de listras de frutos de melancia a uma distancia de 1,5 e 1,8 cM com LODs
‘score’de 39,28 e 38,11, respectivamente, e estdo localizados no cromossomo seis do genoma
da melancia. Esses marcadores poderdo ser utilizados no processo de selecdo assistida por
marcadores em programas de melhoramento de melancia.

Palavras-chave: Citrullus lanatus, Podosphaera xanthii, padrdo externo de frutos, selecéo
assistida, SSR.



ABSTRACT

The powdery mildew is one of the most important foliar diseases that attack the watermelon
and other cucurbits in Brazil and in the world. The principal identification elements by the
consumer are based on the external appearance and quality of the fruit. The objective of this
study was to identify microsatellite markers linked to resistance to powdery mildew and to the
stripe pattern of watermelon fruits with microsatellite markers. Plants of the parents, F; and
F2, which are the result of a cross between the cultuvars BRS Opara (powdery mildew
resistant and with clearly defined stripes fruit) and Pérola (powdery mildew susceptible and
with diffuse stripes fruit), were phenotyped in the field for resistance or susceptibility to
powdery mildew and, after of the harvest, the fruits was morphologically characterized. For
these characteristics, 116 microsatellite markers were analyzed and the linkage analysis done
in JoinMap 2.0. Segregation in the F> population demonstrated that resistance powdery
mildew and the stripe pattern are controlled by a single dominant gene. The microsatellite loci
MCPI_11, CYSTSIN and BVWS02441 showed linked to the powdery mildew resistance
gene at 2.6 cM with LODs ‘score’ of 31.42 and are located in chromosome two of the
watermelon genome. The microsatellite loci MCPI_05 and MCPI_16 showed a linkage to the
stripe patterns of watermelon fruits at a distance of 1.5 and 1.8 ¢cM with a LODs ‘scores’ of
39.28 and 38.11 respectively, and are located in the chromosome six of the watermelon
genome. These markers can be used in the marker assisted selection process in watermelon
improvement programs.

Keywords: Citrullus lanatus, Podosphaera xanthii, fruit external pattern, assisted selection,
SSR.
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1. Introducéo Geral

1.1 A cultura da melancia e sua importancia socioecondmica

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

A melancia é considerada uma das principais cucurbitaceas cultivadas no Brasil,
quarto pais dentre os maiores produtores mundiais de melancia, ficando atrds apenas da
China, do Ird e da Turquia (FAO, 2013). A producdo em 2013 foi de 2.163.501 toneladas,
destacando-se as regides Nordeste e Sul, responsaveis por 27,8% e 26,2%, respectivamente,
desta producéo (IBGE, 2013).

Esta espécie é originaria das regides quentes da Africa tropical, sendo difundida
mundialmente. E uma planta anual, herbacea, de hébito rasteiro com ramificacdes
sarmentosas e pubescentes, as folhas, geralmente, apresentam limbo em contorno triangular,
recortado em I6bulos. E mondica, ou seja, possui flores masculinas e femininas na mesma
planta. Contudo, algumas populacGes podem ser andromonoicas, com flores masculinas e
hermafroditas na mesma planta ou ginandromondicas, com flores masculinas, femininas e
hermafroditas na mesma planta. As flores femininas e hermafroditas apresentam ovario
supero em formato similar a forma final do fruto. Este varia quanto ao formato, tamanho, cor
externa, padrdo de listras, espessura da casca, cor da polpa e cor de sementes (Whitaker &
Davis, 1962; Mohr, 1986; Dias & Resende, 2010). As flores abrem entre uma a duas horas
apos o aparecimento do sol e se fecham no mesmo dia a tarde, tendo ou ndo ocorrido
polinizacdo. E uma espécie alégama e os principais agentes polinizadores sdo as abelhas,
sendo necessario que pelo menos 1.000 grdos de polen sejam depositados sobre o estigma
para que se desenvolva um fruto perfeito (Dias & Resende, 2010).

A melancia é fonte de pro-vitamina A e das vitaminas C e do complexo B, além de
sais minerais como calcio, fésforo e ferro. Levando-se em consideracdo que 90% de seu
volume é agua, é considerada hidratante e diurética, elimina residuos do aparelho digestivo e

funciona como laxante (Dias & Resende, 2010). Os frutos sdo normalmente consumidos in
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natura, como sobremesa refrescante. Entretanto, em diversas regides da Asia as sementes,
ricas em lipidios, sd0 muito utilizadas na alimentagdo: na india, faz-se p&o de farinha de
semente de melancia; no Oriente Médio, comem-se as sementes assadas. O fruto possui
quantidades abundantes de antioxidante licopeno (confere a cor vermelha), bem como é uma
fonte excelente do amino&cido citrulina. O corpo humano usa a citrulina para produzir outro
aminoécido importante, arginina, que tem um papel importante na divisdo das células, para
cicatrizar ferimentos e na eliminacdo de aménia do corpo. Nas cultivares de polpa amarela, a
cor ¢ conferida por p-caroteno (pro-vitamina A) e por xantofilas (Almeida, 2003; Dias &
Resende, 2010).

A maioria das cultivares utilizadas atualmente no Brasil ndo foram desenvolvidas para
as condi¢cOes climaticas aqui existentes. Somando-se a isso, grande parte das cultivares de
melancia, desenvolvidas na América do Norte, durante os ultimos dois séculos, apesar da
grande variabilidade de caracteres morfologicos, possui base genética estreita, 0 que pode ter
contribuido para sua elevada suscetibilidade a doencas (Levi et al., 2000, 2001), tais como, 0

oidio, mildio, murcha de fusario, alternaria, viroses e a antracnose (Terao et al., 2010).

1.2 Oidio

O oidio é uma das principais doencas foliares da melancia e de outras cucurbitaceas,
cultivadas ou silvestres, no Brasil e no mundo. Nos Estados Unidos e em lIsrael, o oidio
passou a ser um fator limitante para o cultivo da melancia apenas por volta do ano 2000
(Davis et al., 2001; Cohen et al., 2000). Entretanto, no Nordeste brasileiro, desde o final da
década de 1980, o oidio ja era citado como uma das principais doencas que atingiam a cultura
da melancia (Souza et al., 1988; Queiroz et al., 1999).

O fungo causador do oidio em melancia é o Podosphaera xanthii (Castagne) Braun &
Shishkoff [syn. Sphaerotheca fuliginea auct. p.p.] (Jahn et al., 2002), que é um parasita
obrigatério e apresenta especializacdo fisiologica. Os sintomas aparecem em toda a parte
aérea da planta, mas as folhas sdo as mais afetadas. Inicialmente, tem crescimento branco
pulverulento, que pode ser visualizado sobre a superficie abaxial e adaxial das folhas.
Normalmente, comeca nas folhas mais velhas em plantas no estadio de frutificacéo,
contribuindo para a formacdo de frutos com baixo teor de sélidos sollveis e de qualidade
inferior. Além disso, as folhas muito atacadas secam e a planta entra em senescéncia mais
precocimente, encurtando o seu periodo produtivo. Ocorre praticamente em todos os locais

onde a melancia é cultivada (Terao et al., 2010).
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A importdncia dos oidios de cucurbiticeas em diferentes regides depende da
precipitacdo que nelas ocorre. Chuvas intensas sdo prejudiciais ao fungo, porque além de
carregarem os conidios para o solo, danificam fisicamente os conidiéforos e micélio. Por isso,
a severidade do oidio aumenta quando a precipitacdo diminui (Sitterly, 1978; Coelho et al.,
2000).

Os conidios germinam de 22 a 31 °C, com um 6timo em 28 °C (Sitterly, 1978) e séo
facilmente disseminados pelo vento e, mesmo em condi¢des de umidade relativa abaixo de
20%, podem germinar e infectar as plantas. A germinacao ocorre na auséncia de agua, pois 0s
conidios tém um sistema extremamente eficiente de conservacdo do seu alto conteldo de
agua. CondicGes de alta umidade favorecem a infeccdo e a sobrevivéncia do conidio,
enquanto que umidade relativa baixa favorece o processo de colinizacdo, esporulacdo e
disseminagdo. Porém, todos estes processos ocorrem em uma ampla faixa de condicGes
(Reuveni & Rotem, 1974).

O oidio das cucurbitaceas € capaz de se desenvolver com sucesso em climas quentes
porque folhas superiores sombreiam as inferiores e as col6nias se desenvolvem tambem sobre
o lado inferior das folhas. Como o oidio se desenvolve melhor na sombra, plantios adensados
favorecem o aparecimento da doenca (Sitterly, 1978).

No Brasil, até 0 momento foi reportada a ocorréncia de uma raga de oidio especifica,
que infecta a melancia. Trabalhos realizados por Reis & Buso (2004) e Reis et al. (2005)
afirmam que nenhum isolado de meldo, abobora ou pepino foi capaz de infectar melancia, e
os isolados obtidos de melancia s6 foram capazes de colonizar esta espécie. O mesmo foi
observado por Cohen et al. (2000) em Israel. Entretanto, nos Estados Unidos, foram
identificadas duas racas distintas de oidio, denominadas 1W e 2W (Davis et al., 2007; Tetteh
et al., 2010). O numero de racas que infectam uma cultura pode variar em funcdo das
condicGes ambientais e dos genotipos utilizados. Por exemplo, na literatura é possivel
encontrar trabalhos que reportam a existéncia de varias racas de oidio que infectam o melao
(Pitrat et al., 1998; Coffey et al., 2006; McCreight, 2006; Reis, 2007; Pitrat & Besombes,
2008), entretanto, na China, é reportada a existéncia de uma Unica raca de P. xanthii que
infecta 0 meldo (Liu et al., 2010).

Estudos realizados no Brasil revelaram uma fonte de resisténcia ao oidio em melancia
de heranca monogénica dominante, com segregacao de trés resistentes para um suscetivel
(Borges, 1996). Ja nos Estados Unidos, as racas 1W e 2W possuem heranga de resisténcia
multigénica e monogénica, respectivamente (Davis et al., 2002; Tetteh et al., 2013). Néao €

possivel afirmar se sdo racas diferentes, se estd havendo alguma especiacdo dessa raga
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dependendo do local, ou, se por serem fontes de resisténcia diferentes, se comportam de
forma diferente quanto ao tipo de heranca da resisténcia ao patdégeno. Apesar de limitados, 0s
dados disponiveis sugerem que a distribuicdo geografica de racas é complexa e mutavel com
0 passar do tempo (Mohamed et al., 1995; Sowell, 1982). Portanto, os melhores locais para se
avaliar fontes de resisténcia a alguma doenca de planta e desenvolver programas de
melhoramento genético com o objetivo de transferir a resisténcia para cultivares de interesse,
sdo aquelas regiGes onde o hospedeiro cresce naturalmente ou é cultivado por muitos anos,

permitindo somente a sobrevivéncia de hospedeiros resistentes ao patdgeno.

1.3 Importancia da aparéncia do fruto

De acordo com a lista de descritores morfologicos para melancia disponivel no site do
Ministério da Agricultura, o padrdo externo de frutos de melancia pode ser caracterizado
quanto ao formato do fruto, cor de fundo da casca, presenca de sulcos e de listras - estas sao
classificadas em claramente definidas e difusas, intensidade de coloracdo das listras e largura
das listras; o padréo interno do fruto pode ser caracterizado quanto a espessura do pericarpo,
coloracdo e firmeza da polpa (BRASIL, 2009).

Durante o processo de desenvolvimento de uma nova cultivar € preciso considerar 0s
possiveis clientes: produtor, inddstria e o consumidor (Borem & Miranda, 2013). De acordo
com Dias et al. (2010), no Brasil, a cultivar Crimson Sweet e tipos semelhantes, que é de
origem americana e possui o padrdo de listras claramente definidas, é a mais plantada,
respondendo praticamente por mais de 90% do fornecimento ao mercado consumidor. Na
escolha da cultivar para o plantio, deve-se considerar o tipo de fruto preferido pelo mercado
consumidor, sua resisténcia ao transporte, a adaptacdo da cultivar a regido, a tolerancia a
doencas e a distarbios fisiologicos. Dessa forma, um programa de melhoramento genético
deve seguir vérias vertentes: desde resisténcia a doencas e pragas, maior produtividade até
caracteristicas externas e internas do fruto, uma vez que a aparéncia é o elemento de
identificacdo da cultivar pelo consumidor.

O processo de selecdo para o padrdo dos frutos de melancia pelas técnicas do
melhoramento classico s6 pode ser feito na fase de frutificacdo ou durante a colheita, o que
levaria em torno de 40 ou 80 dias ap6s o semeio, respectivamente. A identificacdo de
marcadores moleculares ligados as caracteristicas do fruto permitird selecionar o padrdo do

fruto ainda nos estadios iniciais das plantas, além de permitir melhor conhecimento dos
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caracteres herdados entre as progénies e reducdo do nimero de individuos a serem avaliados,

posteriormente, em campo (Bhering et al., 2009).

1.4 Melhoramento genético da melancia para o Semiarido brasileiro

Um ponto importante para se comegar um programa de melhoramento genético é ter
fontes de variabilidade genética. O Nordeste brasileiro possui grande variabilidade para
diversos caracteres de planta, frutos e resisténcia a doencas (Queirdz, 1993; Dias et al., 1996;
Roméo, 2000; Dias et. al., 2010). A variabilidade encontrada na referida regido serviu de base
para a formacdo de um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Cucurbitaceas para o
Nordeste Brasileiro, que comecou a ser formado na década de 80 e esta localizado na
Embrapa Semiarido, Petrolina — PE (Queirdz et al., 1999; Silva et al., 2010). Este banco
engloba o Banco de Germoplasma de Melancia (BGCIA), o Banco de Germoplasma de
Meldo (BGMEL) e o Banco de Germoplasma de Cucurbita (BGC), e foi criado visando a
conservacdo dos recursos genéticos de Cucurbitaceas. O BGCIA possui atualmente 870
acessos (Silva et al., 2010), incluindo cultivares comerciais, amostras da agricultura
tradicional e alguns parentes silvestres da melancia (C. lanatus var. citroides e C.
colocynthis).

Além de fontes de variabilidade, uma condicdo bésica para que o melhorista realize
com éxito suas atividades é o conhecimento da espécie com a qual trabalha, principalmente, o
manejo e a forma de reproducdo desta. Pois existem métodos de melhoramento especificos
para espécies de plantas que se reproduzem sexuadamente (aldgamas ou autbgamas) e
métodos para plantas que se reproduzem assexuadamente. Bem como, é importante conhecer
a heranca do carater que estd sendo selecionado e a influéncia do ambiente sobre esse carater
(Borém & Miranda, 2013).

As principais cultivares existentes no Brasil sdo de origem americana e japonesa,
destacando-se, ‘Crimson Sweet’, ‘Nova Crimson’, ‘Crimson Select’, ‘Charleston Gray’,
‘Sugar Baby’, ‘Jubilee’, ‘Fairfax’, ‘Flérida Gigante’, ‘Omaru Yamato’, ‘Mickylee PVP’ e
‘Preciosa’; alguns hibridos que estdo no mercado como ‘Top Gun’, ‘Crimson Glory’,
‘Emperor’, ‘Eureka’, ‘Rubi AG-8’, ‘Safira AG-124’, ‘Electra’, ‘Georgia’, ‘Manchester’,
‘Karistan’, ‘Phedra’, ‘Olimpia’, ‘Denver F:’, ‘Ferrari F1’. Além destas, existem ainda os
hibridos de melancia triploide (Queirdz et al., 1999; Souza, 2008, Nascimento et al., 2011).

Apesar da disponibilidade de varios gendtipos, a cultivar Crimson Sweet é utilizada
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praticamente em todas as areas de cultivo de melancia em todo o pais (Queirdz et al., 1999;
Dias et al., 2010).

Vale salientar, que as cultivares existentes no Brasil, apesar de apresentarem boas
caracteristicas de frutos e atenderem atualmente as demandas do mercado brasileiro, néo
foram desenvolvidas para as condi¢cbes ambientais do Nordeste brasileiro, especialmente do
semiarido e, por conseguinte, apresentam muitas limitacdes para os produtores. Estes
precisam de custos adicionais com os tratos fitossanitarios para controle do oidio
(Podosphaera xanthii), do cancro das hastes (Didymella bryoniae) e doengas causadas pelos
virus PRSV (Papaya ringspot virus — type watermelon), WMV (Watermelon mosaic virus) e
ZYMV (Zucchini yellow mosaic virus). Pois quase todas as cultivares cultivadas
comercialmente, sdo suscetiveis a estas doencas. Alem dos custos, outros fatores
complicadores na utilizacdo de genoOtipos suscetiveis sdo: exigéncia de maior trabalho e
habilidade dos produtores no manejo fitossanitario da cultura, para uso de dosagem, forma de
aplicacdo e época corretas; maiores riscos de intoxicacdo no campo com as pulverizagdes e no
publico consumidor com os residuos de agrotoxicos nos frutos (Queir6z et al., 1999; Terao et
al., 2010).

Um programa de melhoramento deve levar em consideracdo as caracteristicas que
sejam relevantes para os agricultores e para 0os consumidores. Para 0s primeiros, a resisténcia
as principais doencas, a produtividade e qualidade do produto se revestem da maior
importancia (Queirdz et al., 1999). Assim, a resisténcia ao oidio, ao cancro das hastes, a
murcha de fusario, nematdides e aos virus PRSV-W, WMV e ZYMV constituem os objetivos
primordiais para o programa de melhoramento da melancia, desenvolvido na Embrapa
Semiérido. Varios trabalhos tém sido realizados com o objetivo de caracterizar e avaliar o
germoplasma disponivel no BGCIA, para posterior utilizacdo dos acessos deste banco em
programas de melhoramento. Foram realizados estudos de acessos de melancia para a analise
de diversidade genética (Romdo, 2000; Silva et al., 2006; Silva, 2010; Gama et al., 2013a);
para resisténcia a D. bryoniae (Dias et al., 1996; 1999); para a resisténcia ao P. xanthii (Souza
et al., 1988; Dias et al., 1999; Borges, 1996); para resisténcia aos virus do género Potyvirus:
PRSV-W, WMV e ZYMV (Silveira et al., 2005); desenvolvimento de hibridos de melancia
triploide (Souza et al., 2001; Souza et al., 2005); para resisténcia ao M. enterolobii
(Damaceno, 2012); capacidade de combinacéo de linhagens avancgadas e cultivares comerciais
de melancia (Souza et al., 2013), além de estudos de selecdo e anélises de compatibilidade e
manejo de portaenxertos de melancia (Santos et al., 2014) dentre varios outros, que podem ser

encontrados na literatura.
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Os estudos realizados com o germoplasma do BGCIA permitiram avangos no
programa de melhoramento de melancia e em 2007 a Embrapa Semiarido langou a primeira
cultivar de melancia, brasileira, resistente ao oidio, a cv. BRS Opara, desenvolvida para as
condicdes irrigadas do Semiarido brasileiro. Esta cultivar foi obtida a partir de cruzamentos
de uma linha oriunda do acesso CPATSA-2 do BAG de Cucurbitaceas para o Nordeste
Brasileiro e a cultivar Crimson Sweet — a mais cultivada no Brasil. O primeiro genitor possui
frutos sem qualidade comercial, mas apresenta resisténcia ao oidio, enquanto que a cultivar
Crimson Sweet apesar de possuir frutos com excelentes caracteristicas comerciais € suscetivel
a essa doenca. O esforgo de combinar geneticamente as qualidades desejadas desses dois
materiais na BRS Opara foi bem recompensado. Os frutos sdo de grande aceitacdo comercial
e com boa resisténcia ao transporte. A resisténcia ao oidio, além da economia de insumos e
mé&o de obra, torna viavel uma segunda colheita de frutos de qualidade ja que a planta ndo
sofre os danos causados pela doenca. As recomendagdes para cultivo da ‘BRS Opara’, de
modo geral, sdo as mesmas adotadas para as demais cultivares de melancia (Dias et al., 2007).

Também em 2007, foram lancadas pela Embrapa Rondbénia em parceria com a
Embrapa Semiarido, duas cultivares de melancia de polpa amarela, a ‘BRS Soleil’ e a ‘BRS
Kuarah’. Estas cultivares foram obtidas a partir de sucessivos ciclos de sele¢cdo em populagdes
originadas das variedades ‘Kodama’, polpa amarela e¢ ‘Sugar Baby’, polpa vermelha. Os
frutos da ‘BRS Soleil’ e da ‘BRS Kuarah’ possuem propriedades organolépticas e
nutricionais, bem como possuem frutos menores do que a cultivar Crimson Sweet, com peso
variando entre 4 e 6 kg, o que implica em praticidade no transporte e no acondicionamento no
refrigerador (Souza & Dias, 2007).

A busca pelo desenvolvimento de cultivares resistentes as principais doencas e pragas
¢ constante em programas de melhoramento genético de melancia, bem como
desenvolvimento de hibridos sem sementes e cultivares com frutos menores, que também é
uma tendéncia do mercado atual, principalmente para a exportacdo (Queirdz et al., 1999; Dias
& Resende, 2010). Entretanto, € evidente o qudo laborioso e demorado € um programa de
melhoramento, principalmente de espécies aldgamas que demandam polinizacdo manual
controlada. Sdo necessarios varios anos de empenho e dedica¢do do melhorista para conseguir
lancar uma nova cultivar, como o exemplo citado acima da culltivar BRS Opara, que levou
cerca de dezessete anos para ser desenvolvida. Por outro lado, técnicas biotecnoldgicas, tais
como, marcadores moleculares, podem agilizar os programas de melhoramento, uma vez que
permitem a selecdo de individuos com base no seu genotipo, independentemente de fatores

bidticos ou abidticos e em qualquer fase de desenvolvimento da planta (Bhering et al., 2009).
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1.5 Selecé&o assistida por marcadores (SAM)

A selecdo assistida por marcadores utiliza marcadores moleculares para selecionar
genotipos com caracteristicas de interesse em programas de melhoramento genético. E rapida
e segura, sendo na atualidade, de fundamental importancia para o desenvolvimento de novas
cultivares. Para isto, faz-se necessario o conhecimento prévio da heranca do carater e a
associacdo de marcadores moleculares com a caracteristica de interesse, o qual pode ser
realizado, por exemplo, por meio de fenotipagem e genotipagem de populacfes segregantes
oriundas de genitores contrastantes para a caracteristica que se deseja selecionar (Demore,
2008).

Atualmente, existem varios tipos de marcadores moleculares e estes diferem entre si
quanto a metodologia, ao custo empregado na tecnologia para utilizacdo, a reprodutibilidade,
ao tempo gasto para se obter algum resultado, ao grau de informagéo polimorfica, bem como
a qualidade dos resultados obtidos. Os marcadores microssatélites, também denominados SSR
(“Simple Sequence Repeats™), consistem em unidades de cerca de um a seis nucleotideos
repetidos em tandem, ou seja, um apos o outro (Oliveira et al., 2006; Caixeta et al., 2009).
Tém sido desenvolvidos para varias espécies de plantas cultivadas e estdo substituindo
rapidamente outros tipos de marcadores em varios tipos de estudos genéticos, principalmente,
devido a sua reprodutibilidade e simplicidade da técnica, a pequena quantidade de DNA
requerida, ao baixo custo, ao grande poder de resolugédo e aos altos niveis de polimorfismo
(Caixeta et al., 2009).

Com a publicacdo do mapa genético da melancia, com grupos de ligacdes genéticas
altamente saturados com marcadores SSRs por Ren et al. (2012) e a disponibilizacdo do
genoma da melancia por Guo et al. (2013) ficou mais facil o desenvolvimento de trabalhos de
selecdo assistida por marcadores e de identificacdo de genes responsaveis por caracteristicas
agronomicamente desejaveis em melancia. Para tal, serd preciso o desenvolvimento de
populacdes segregantes resultantes de parentais contrastantes para as caracteristicas de
interesse, com uma boa fenotipagem, seguida da sua ‘alocagdo’ para determinados grupos de
ligacGes genéticas e com a associacdo de marcadores SSR a uma distancia inferior a 3 cM. A
base genética de mapas de ligacdo ¢ a recombinacdo genética resultante do “crossing over”
entre cromossomos homologos durante a mesiose. E, quanto mais perto estdo dois locus em
um cromossomo, menor sera a chance de recombinacdo entre eles; quanto mais afastados,

maior sera 0 numero de recombinantes (Liu, 1997). Entdo, quanto mais proximo do locus que
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é responsavel por determinada caracteristica fenotipica estiver o marcador molecular, mais
precisa serd a selecdo assistida por marcadores (SAM).

A utilizacdo de marcadores moleculares associados a caracteristicas de interesse nos
programas de melhoramento genético de plantas por meio da SAM permite selecionar
individuos com base no seu genotipo sem a interferéncia ambiental. Desse modo, a
transferéncia e a manutencdo de caracteristicas entre as diferentes geragcdes da populacgdo a ser
melhorada, podera ser realizada sem a intervencdo de estresses bidticos ou abidticos, em
qualquer fase de desenvolvimento da planta e em qualquer ambiente de cultivo. Todos esses
fatores contribuem para uma reducdo no tempo gasto para o desenvolvimento de uma nova
cultivar. Alpuerto et al. (2009) estimaram que, com a utilizacdo da selecdo assistida por
marcadores no programa de melhoramento de arroz para tolerancia a salinidade e deficiéncia
de fosforo, houve uma reducdo de trés a seis anos para o desenvolvimento de uma nova
cultivar, em relacdo ao melhoramento convencional. Vale salientar que os marcadores
moleculares ndo vao substituir todas as avaliagdes fenotipicas do melhoramento classico, mas
sim auxilia-las.

Poucos trabalhos tém sido encontrados na literatura reportando marcadores associados
a caracteristicas fenotipicas em melancia. Lin et al. (2009) analisaram mais de 300 “primers”
RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”) quanto a capacidade de identificar
genotipos resistentes e suscetiveis a doencga vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp.
niveum (fusario) em populagdes F1 e F», oriundas do cruzamento da cultivar Sugar Baby
(suscetivel) e uma linha melhorada de Sugar Baby, denominada JSB (resistente). O “primer”
OP-GO05 revelou um fragmento presente em todas as populacdes resistentes, denominado JSB-
OP05898, que foi clonado, sequenciado e utilizado para desenhar “primers” SCARS
(“Sequence Characterised Amplified Region”). Os autores afirmaram que o SCAR
desenvolvido nesse estudo é capaz de diferenciar de forma rapida e segura gendtipos de
melancia resistentes e suscetiveis ao fusario e que isso pode acelerar os programas de
melhoramento. Futuramente, esses autores pretendem encontrar mais marcadores ligados a
resisténcia a murcha de fusario e utiliza-los para isolar o gene de resisténcia.

Prothro et al. (2012) identificaram um QTL, denominado M-QTL, no LG 2 como
candidato para a selecdo assistida por marcadores para tamanho de sementes de melancia.
Kim et al. (2013) analisaram 5.493 “primers” RAPDs e identificaram um marcador (OP-
R483) ligado & resisténcia ao oidio raca 1W a uma distancia de 3,6 cM. Em seguida esses
autores clonaram a marca encontrada com esse marcador e converteram em SCARL1-F e

SCARI1-R, correspondente ao locus OP-S483. O alinhamento das sequéncias obtidas com OP-
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S483 e OP-R483, revelou cinco polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), que foram
utilizados para desenvolvimento de marcador CAPs (“cleaved amplified polymorphic
sequence”). Entretanto, ainda ndo existem relatos da utilizacdo desses marcadores em
programas de melhoramento para o desenvolvimento de novas cultivares, assim como nao ha
informacdes sobre qual seria a reducdo do tempo gasto até o lancamento de uma nova
cultivar.

No Brasil, os trabalhos publicados envolvendo melancia e marcadores moleculares
eram restritos a trabalhos de caracterizagcdo molecular de germoplasma (Capeloto et al., 2004;
Silva et al., 2006; Silva, 2010; Gama et al., 2013a; Gama et al., 2013b). Porém, apesar de
timidos, estudos buscando associar marcadores moleculares a caracteristicas
agronomicamente desejaveis em melancia estdo comecando a serem realizados no Brasil e no
mundo. Deve-se, portanto, enfatizar a importancia dos mesmos para o avango dos programas
de melhoramento desta espécie. S@o evidentes os beneficios da selecdo assistida por
marcadores no melhoramento de plantas, uma vez que estes vém somar as avalia¢cbes do
melhoramento classico e acelerar o processo de desenvolvimento de cultivares. Pois a
avaliacdo pode ser feita em qualquer fase de desenvolvimento da planta sem que haja
interferéncia ambiental e, além disso, é possivel avaliar um grande nimero de genotipos por
vez.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar marcadores microssatélites
ligados ao locus de resisténcia ao oidio e ao padréo de listras de frutos de melancia em uma
populacdo F> de ‘BRS Opara’ x ‘Pérola’ para auxiliar em programas de melhoramento de

melancia.

REFERENCIAS

ALMEIDA, D. P. F. Cultura da melancia. Porto: Universidade do Porto, 2003. 16 p.

Disponivel em: <http://dalmeida.com/hortnet/Melancia.pdf>. Acesso em: 2 ago. 2014.

ALPUERTO, V.-L. E. B; NORTON, G. W.; ALWANG, J.; ISMAIL, A. M. Economic
Impact Analysis of Marker-Assisted Breeding for Tolerance to Salinity and Phosphorous
Deficiency in Rice. Review of Agricultural Economics, San Diego, v. 31, n. 4 p. 779-792.
2009.



21

BHERING, L. L.; PINTO, C. A. B. P; BENITES, F. R. G; LEITE, M. E.; SILVA, F. L.
Selecéo assistida por marcadores para teor de matéria seca e agucares redutores em tubéerculos
de batata. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 39, p. 38-44. 2009.

BOREM, A.; MIRANDA, G. V. Melhoramento de plantas. 6. ed. Vigosa, MG: UFV, 2013.
523 p.

BORGES, R. M. E. Estudo da heranca da resisténcia ao oidio Sphaerotheca fuliginea
(Schelecht. ex Fr.) Poll em melancia Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf. 1996. 46f.
Dissertacdo (Mestrado em Genética) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco.

BRASIL. Ato n. 5, 2 de junho de 2009. Dispde sobre instrucGes para execucao dos ensaios de
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade de cultivares de melancia (Citrullus lanatus
(Thunb.) Matsum. et Nakai). Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia,
DF, 30 jun. 2009. Secdo 1.

CAIXETA, E. T.; OLIVEIRA, A. C. B. de; BRITO, G. G. de; SAKUYAMA, N. S. Tipos de
marcadores moleculares. In: BOREM, A. & CAIXETA, E. T. (ed) Marcadores moleculares.
UFV, Vicosa, 2009. p. 11-94.

CAPELOTO, A.; UNEDA, S. H. T.; MAURO, A. O. Caracterizacdo molecular entre e dentro
de acessos de melancia atraves de RAPD — PCR. Revista Cientifica Eletronica de
Agronomia, Garca, SP, v. 3, n. 5, jun. 2004. Disponivel em: <http://www.revista.inf.br/

agroO5/artigos/artigo01/ artigo01.htm>. Acesso em: 27 ago. 2014.

COELHO, M. V. S.; CAFE-FILHO, A. C.; LOPES, C. A.; MAROUELLI, W. A. Severidade
de oidio em abobora hibrida sob diferentes laminas de irrigacdo e niveis de nitrogénio.
Fitopatologia brasileira, Brasilia, DF, v. 25, n. 2, p. 157-160. 2000.

COFFEY, M. D.; MCCREIGHT, J. D.; MILLER, T. New races of the cucurbit powdery
mildew Podosphaera xanthii present in California. Phytopathology, St. Paul, v. 96, p. S25,
2006.



22

COHEN, Y.; BAIDER, A.; PETROV, L.; SHECK, L.; VOLOISKY, V. Cross-infectivity of
Sphaerotheca fuliginea to watermelon, melon, and cucumber. Acta Horticulturae, Leuven,
n. 510, p. 85-88, 2000.

DAMACENGO, L. S. Reacédo de geno6tipos de melancia a Meloidogyne enterolobii. 2012. 64
f. Dissertagdo, (Mestrado em Horticultura Irrigada) — Departamento de Tecnologia e Ciéncias
Sociais, Universidade do Estado da Bahia, Juazeiro.

DANE, F.; LIU, J.; ZHANG, C. Phylogeography of the bitter apple, Citrullus colocynthis.
Genetic Resources and Crop Evolution, Dordrecht, v. 54, p. 327-336, 2007.

DAVIS, A. R. et al. Powdery mildew: an emerging disease of watermelon in the United
States. Cucurbit Genetics Cooperative Report, Madison, v. 24, p. 42-48, 2001.

DAVIS, A.R.; LEVI, A,; TETTEH, A; WEHNER, T.; PITRAT, P. Evaluation of watermelon
and related species for resistance to race 1W powdery mildew. Journal of the American
Society for Horticultural Science, Alexandria, v. 132, p. 790-795, 2007.

DAVIS, A. R,; THOMAS, C. E.; LEVI, A;; BRUTON, B. D.; PAIR, S. Watermelon
resistance to powdery mildew race 1. In. MAYNARD, D. N. (Ed.). Cucurbitaceae ‘02.
Alexandria: ASHS, 2002. p. 192-198.

DEMORE P. dos S. Selecéo assistida por marcadores moleculares microssatélites para
resisténcia ao oidio em soja. 2008. 54 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) -

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Jaboticabal.

DIAS, R. de C. S. R. de C. S.; BARBOSA, G. S.; SOUZA, F. de F.; QUEIROZ, M. A. de;
RESENDE, G. M. de; COSTA, N. D. Cultivares. In: DIAS, R. de C. S.; RESENDE, G. M.
de; COSTA, N. D. (Ed.). Sistema de producdo de melancia. Petrolina: Embrapa Semiarido,
2010. (Embrapa  Semiarido.  Sistemas de Producdo, 6). Disponivel em:
<http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Melancia/SistemaProducaoMela

ncia/cultivares.htm>. Acesso em: 2 ago. 2014.



23

DIAS, R. de C. S.; QUEIROZ, M. A. de; COSTA, N. D.; SOUZA, F. F.; ALMEIDA, M. C.
B.; ARAUJO, H. M.; LIBERALINO FILHO, F.; PEREIRA, A. B.; BAHIA, J.; LIMA, R. N.
S.; ANJOS, J. B. dos; PEREIRA, F. A;; ALVES, D. C.; ARAUJO, J. P. BRS Opara:

melancia resistente ao oidio. Petrolina: Embrapa Semi-Arido, 2007. 1 Folder.

DIAS, R. de C. S.; QUEIROZ, M. A. de; MENEZES, M. Fontes de resisténcia em melancia a
Didymella bryoniae. Horticultura Brasileira, Brasilia, DF, v. 14, n.1, p. 15-18, 1996.

DIAS, R. C. de S.; QUEIROZ, M. A.; MENEZES, M.; BORGES, R. M. E. Avaliacdo de
resisténcia a Sphaerotheca fuliginea e a Didymella bryoniae em melancia. Horticultura
Brasileira, Brasilia, DF, v. 17, p. 13-19, 1999.

DIAS, R. de C. S.; RESENDE, G. M. Socioeconomia. In: DIAS, R. de C. S.; RESENDE, G.
M. (Ed.). Sistema de produc¢éo de melancia. Petrolina: Embrapa Semiarido, 2010. (Embrapa
Semiéarido. Sistemas de Producdo, 6). Disponivel em: <http://sistemasdeproducao.cnptia.
embrapa.br/FontesHTML/Melancia/SistemaProducaoMelancia/socioeconomia.htm>. Acesso
em: 28 ago. 2014.

GAMA, R. N. de S.; SANTOS, C. A. F.; DIAS, R. de C. Genetic variability of watermelon
accessions based on microsatellite markers. Genetics and Molecular Research, Ribeirdo
Preto, v. 12, p. 747-754, 2013a.

GAMA, R. N. C. S,; SANTOS C. A. F.,; DIAS, R. de C. S.; SOUZA, F. de F. Molecular
characterization of watermelon cultivars using microsatellite markers. Horticultura
Brasileira, Brasilia, DF, v. 31, p. 522-527, 2013b.

GUOQ, S. et al. The draft genome of watermelon (Citrullus lanatus) and resequencing of 20

diverse accessions. Nature Genetics, New York, v. 45, p. 51-60, 2013.

FAO. Production quantities by country. 2013. Disponivel em: <http://faostat3.fao.org/
browse/Q/QC/E>. Acesso em: 15 jul. 2015.



24

IBGE. Culturas temporarias e permanentes. 2013. Disponivel em: <ftp:/ftp.ibge.gov.br/
Producao_Agricola/Producao_Agricola_Municipal_[anual]/2013/tabelas_pdf/tabela02.pdf>.
Acesso em: 30 jun. 2015.

JAHN, M.; MUNGER, H. M.; McCREIGHT J. D. Breeding cucurbit crops for powdery
mildew resistance. In: BELANGER, R. R.; BUSHNELL, W. R.; DIK, A. J.; CARVER, L. W.
(Ed). The powdery mildews: A comprehensive treatise. St. Paul: APS, 2002. p. 239-248.

KIM, K.-H.; AHN, S.-G; HWAN, J.-H.; CHOI, Y.-M.; MOON, H.-S.; PARK, Y.-H.
Inheritance of resistance to powdery mildew in the watermelon and development of a
molecular marker for selecting resistant plants. Horticulture, Environment, and
Biotechnology, Seoul, v. 54, p. 134-140, 2013.

LEVI, A; THOMAS, C. E.; KEINATH, A. P.; WEHNER, T. C. Estimation of genetic
diversity among Citrullus accessions using RAPD markers. Acta Horticulturae, Leuven, n.
510, p. 385-390, 2000.

LEVI, A,; THOMAS, C. E.; KEINATH, A. P.; WEHNER, T. C. Genetic diversity among
watermelon (Citrullus lanatus and Citrullus colocynthis) accessions. Genetic Resources and
Crop Evolution, Dordrecht, v. 48, p. 559566, 2001.

LIN, Y.-H.; CHEN, K.-S.; LIOU, T.-D.; HUANG, J.-W.; CHANG, P.-F. L. Development of a
molecular method for rapid differentiation of watermelon lines resistant to Fusarium

oxysporum f. sp. Niveum. Botanical Studies, Heidelberg, v. 50, p. 273-280, 2009.

LIU, B. H. Statistical genomics: linkage, mapping and QTL analysis. New York: CRC
Press, 1997. 611 p.

LIU, L.; CHEN, Y.; SU, Z.; ZHANG, H.; ZHU, W. A sequence-amplified characterized
region marker for a single, dominant gene in melon Pl 134198 that confers resistance to a
unique race of Podosphaera xanthii in China. Hortscience, Alexandria, v. 45, n. 9, p. 1407-
1410, 2010.



25

McCREIGHT, J. D. Melon-powdery mildew interactions reveal variation in melon cultigens
and Podosphaera xanthii races 1 and 2. Journal American Society for Horticultural
Science, Alexandria, v. 131, p. 59-65. 2006.

MOHAMED, Y. F.; BARDIN, M.; NICOT, P. C. Causal agents of powdery mildew of
cucurbits in Sudan. Plant Disease, St. Paul. v. 79, p. 634-635. 1995.

MOHR, H. C. Watermelon breding. In: BASSET, M. J. Breeding vegetables crops,
Westport: Avi, 1986. p. 33-66.

NASCIMENTO, I. R.; SANTOS, G. R.; MALUF, W. R. Melhoramento genetico e cultivares
de melancia. In: SANTOS, G. R.; ZAMBOLIN, L. Tecnologias para produgéo sustentavel
da melancia no Brasil. Vigosa, MG: UFV, 2011. p. 171-183.

OLIVEIRA, E. J.; PADUA, J. G.; ZUCCHI, M. I.; VENCOVSKY, R., VIEIRA, M. L. C.
Origin, evolution and genome distribution of microsatellites. Genetics and Molecular
Biology, Ribeirdo Preto, v. 29, p. 294-307. 2006.

PITRAT, M.; BESOMBES, D. Inheritance of Podosphaera xanthii resistance in melon line
90625°. In: EUCARPIA MEETING ON GENETICS AND BREEDING OF
CUCURBITACEAE, 9., 2008. Avignon. Proceedings... Avignon: INRA, 2008. p. 135-142.

PITRAT, M.; DOGIMONT, C.; BARDIN, M. Resistance to fungal diseases of foliage in
melon. In: McCREIGHT, J. D. (Ed.). Cucurbitaceae ‘98: Evaluation and enhancement of
cucurbit germplasm. Alexandria: ASHS, 1998. p. 167-173.

PROTHRO, J.; SANDILIN, K.; ABDEL-HALEEM, H.; BACHLAVA, E.; WHITE, V,;
KNAPP, S.; McGREGOR, C. Main and epistatic quantitative trait loci associated with seed
size in watermelon. Journal American Society for Horticultural Science, Alexandria, V.
137, p. 452-457, 2012.

QUEIROZ, M. A. de. Potencial do germoplasma de cucurbitaceas no Nordeste brasileiro.

Horticultura Brasileira, Brasilia, DF, v. 11, p. 7-9, 1993.



26

QUEIROZ, M. A. de; DIAS, R. de C. S.; SOUZA, F. de F.; FERREIRA, M. A. J. da F.;
ASSIS, J. G. A.; BORGES, R. M. E.; ROMAO, R. L.;: RAMOS, S. R. R.; COSTA, M. S. V.
CRUZ, M. da; MOURA, C. L. Recursos genéticos e melhoramento de melancia no Nordeste
brasileiro. In: QUEIROZ, M. A.; GOEDERT, C. O.; RAMOS, S. R. R. Recursos Genéticos e
Melhoramento de plantas para o nordeste brasileiro. Embrapa Semiéarido/Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. 1999. Embrapa Semiarido, Disponivel em:
http://lwww.cpatsa.embrapa.br/catalogo/livrorg/melancia.pdf. Acesso em: 20 ago. 2014.

REIS, A. Oidio das Cucurbitaceas. Brasilia, DF: Embrapa Hortalicas, 2007. 5p. (Embrapa
Hortalicas. Comunicado Técnico, 42).

REIS, A.; BUSO, J. A. Levantamento preliminar de racas de Sphaerotheca fuliginea no
Brasil. Horticultura Brasileira, Brasilia, DF: v. 22, p. 628-631, 2004.

REIS, A.; DIAS, R. de C. S.; ARAGAO, F. A. S.; BOITEUX, L. S. Caracterizacdo do perfil
patogénico de isolados de Podosphaera xanthii obtidos em cucurbitaceas na regido Nordeste
do Brasil. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 23, p. 362-362, 2005.

REN, Y.; ZHAO, H.; KOU, Q.; JIANG, J.; GUO, S.; ZHANG, H.; HOU, W.; ZOU, X.; SUN,
H.; GONG, G; LEVI, A.; XU, Y. High resolution genetic map anchoring scaffolds of the

sequenced watermelon genome. Plos One, San Francisco, v. 7, p. 1-10, 2012.

REUVENI, M.; ROTEM, J. Effect of humidity on epidemiological patterns of the powdery
mildew (Sphaerotheca fuliginea) on squash. Phytoparasitica, Bet Dagan, v. 2, n. 1, p. 25-33,
1974,

ROMAO, L. R. Northeast Brazil: a secondary center of diversity for watermelon (Citrullus
lanatus). Genetic Resources and Crop Evolution, Dordrecht, v. 47, p. 207-213, 2000.

SANTOS, J. S. dos; DIAS, R. C. S.; GRANGEIRO, L. C. ; LIMA, M. A. C. ; ANDRADE, K.
M. N. S. S. Compatibilidade com porta-enxertos, rendimento e qualidade de futos em

cultivares de melancia tripldide. Revista Caatinga, Mossord, v. 27, p. 141-147, 2014.



27

SILVA, A F.; SANTOS, C. A. F.; ARAUJO, F. P. de; LIMA NETO, F. P.; MOREIRA, J. N.;
FERREIRA, M. A. J. F.: LEAO, P. C.de S.; DIAS, R. de C. S.; ALBUQUERQUE, S. G. de.
Recursos genéticos vegetais conservados na Embrapa Semiérido. In: SA, I. B.; SILVA, P. C.
G. da. (Ed.). Semiarido brasileiro: pesquisa, desenvolvimento e inovagdo. Petrolina:
Embrapa Semiarido, 2010. cap. 8, p. 274-315.

SILVA, M. L. Avaliagdo molecular da variabilidade genética do Banco ativo de
germoplasma de melancia do Nordeste brasileiro. 2010. 162 f. Tese (Doutorado em
Genética) - Universidade Federal de Pernambuco, Recife.

SILVA, M. L.; QUEIROZ, M. A. de; FERREIRA M. A. J. F.; BUSO G. S. C. Caracterizacao
morfologica e molecular de acessos de melancia. Horticultura Brasileira, Brasilia, DF, v.
24, p. 405-409. 2006.

SILVEIRA, L. M.; QUEIROZ, M. A. de; LIMA, J. A. de A.; NEGRUEIROS, M. Z, de;
RAMOS, N. F.; NASCIMENTO, A. K. Q. do; Selecéo de acessos e progéncies de Citrullus
spp. Para resisténcia a trés potyvirus. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, DF, v. 30, n.4, p.
394-399, 2005.

SITTERLY, W. R. The powdery mildews of cucurbits. In. SPENCER, D. (Ed.). The
powdery mildews. London: Academic Press, 1978. p. 359-379.

SOUZA, F. de F. Cultivares. In: SOUZA, F. de F. (Ed.). Cultivo da melancia em Rondbénia.
Porto Velho: Embrapa Ronddnia, 2008. p. 34-44.

SOUZA, F. F.; DIAS, R. de C. S. BRS soleil e BRS Kuarah: melancias de polpa amarela.
Petrolina: Embrapa Semi-Arido, 2007. 1 Folder.

SOUZA, F. F.; DIAS, R. C. de; QUEIROZ, M. A. Capacidade de combinacdo de linhagens
avancadas e cultivares comerciais de melancia. Horticultura Brasileira, Brasilia, DF, v. 34,
p. 595, 2013.



28

SOUZA, F. F.; QUEIROZ, M. A; DIAS, R. de C. S. Desenvolvimento de hibridos triploides
experimentais de melancia. Sitientibus. Revista da Universidade Estadual de Feira de
Santana, Feira de Santana, v. 1, n. 2, p. 154-160, 2001.

SOUZA, F. F.; QUEIROZ, M. A. de; DIAS, R. de C. S. Heterotic Effects in triploid
watermelon hybrids. Crop Breeding and Applied Biotechnology, Vigosa, MG, v. 5, p. 279-
285, 2005.

SOUZA, R. de C. S.; ARAUJO, J. P. de; QUEIROZ, M. A. de. Avaliacio da resisténcia de
acessos de melancia ao oidio (Sphaeroteca fuliginea). Horticultura Brasileira, Brasilia, DF,
v.6,n. 1, p. 82, 1988.

SOWELL, G. Population shift of sphaerotheca fuliginea on muskmelon from race 2 to race 1
in the southeastern United States. Plant Disease, St. Paul, v. 66, p. 130-131, 1982.

TERAO, D.; CASTRO, J. M. da C.; LIMA, M. F,; BATISTA, D. da C.; BARBOSA, M. A. G;
REIS, A.; DIAS, R. de C. S. Doengas. In: DIAS, R. de C. S.; RESENDE, G. M.; COSTA, N.
D. (Ed). Sistema de producdo de melancia. Petrolina: Embrapa Semiarido, 2010.
Disponivel —em:  <http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Melancia/

SistemaProducaoMelancia/ doencas.htm>. Acesso em: 6 fev. 2014.

TETTEH, A. Y.; WEHNER, T. C.; DAVIS, A. R. Identifying Resistance to Powdery Mildew
Race 2W in the USDA-ARS Watermelon Germplasm Collection. Crop Science, Madison, v.
50, p. 933-939, 2010.

TETTEH, A. Y.; WEHNER, T. C.; DAVIS, A. R. Inheritance of Resistance to the New Race
of Powdery Mildew in Watermelon. Crop Science, Madison, v. 53, p. 880-887. 2013.

WHITAKER, T.W.; DAVIS, G. N. Cucurbits: botany, cultivation, and utilization. London:
L. Hill, 1962. 250 p.



29
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IApéndice A - Artigo Microsatellite markers linked to powdery mildew resistance locus in watermelon
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RESUMO

O oidio é uma das principais doencas foliares que ataca a melancia e outras cucurbitaceas no
mundo. O objetivo deste trabalho foi identificar marcadores microssatélites ligados a
resisténcia ao oidio em uma populacdo F. resultante do cruzamento de ‘BRS Opara’
(resistente) x ‘Pérola’ (suscetivel). Plantas dos parentais, F1 e F» foram fenotipadas em campo
para resisténcia ou suscetibilidade ao oidio e 116 marcadores microssatélites foram
analisados. Dados da segregacdo da populacdo F> demonstraram que a resisténcia ao oidio é
condicionada por um Unico gene de caracteristica dominante. Os microssatélites MCPI_11,
CYSTSIN e BVWS02441 mostraram-se ligados ao gene que confere resisténcia ao oidio a
uma distancia de 2,6 cM e estdo localizados no cromossomo dois no genoma da melancia.
Esses marcadores poderdo ser utilizados no processo de selegdo assistida por marcadores em
programas de melhoramento de melancia e a identificacdo da regido cromossdmica em que
esses marcadores se encontram facilitard estudos futuros na identificacdo do gene que confere

resisténcia ao oidio em melancia.

Palavras-chave: Citrullus lanatus, Podosphaera xanthii, sele¢do assistida, SSR.
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ABSTRACT

Powdery mildew (Podosphaera xanthii) is one of the main foliar diseases that attack the
watermelon (Citrullus lanatus) and other cucurbits species, cultivated in Brazil and around
the world. The objective of this study was to identify microsatellite markers linked to the
resistance locus to powdery mildew in a F. population of ‘BRS Opara’ (resistant) x ‘Pérola’
(susceptible). Plants of the parents, F1 and F2, were phenotyped for resistance or susceptibility
to powdery mildew and 116 microsatellite markers were analyzed. Segregation data in the F»
population demonstrated that resistance powdery mildew is controlled by a single dominant
gene. The microsatellites MCPI_11, CYSTSIN and BVWS02441 showed linkage to the
powdery mildew resistance gene at same 2.6 cM distance, and were located on chromosome
two of the watermelon genome. These markers can be used in the marker assisted selection in
watermelon breeding programs and the identification of the chromosome region in which
these markers are found will facilitate future studies to identify the gene that confers

resistance to powdery mildew in watermelon.

Keywords: Citrullus lanatus, Podosphaera xanthii, assisted selection, SSR.
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2.1 INTRODUCAO

A melancia, Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & WNakai, pertence ao género
Citrullus, a familia Cucurbitaceae e tem como centro de origem a Africa (Mohr, 1986).
Atualmente, é cultivada em todo o mundo e é uma das principais cucurbitaceas cultivadas no
Brasil. De acordo com dados da Agrianual (2014), o Brasil é o quarto pais maior produtor de
melancia, com uma producdo em 2011 de 2.198.620 toneladas/ano.

A maioria das cultivares utilizadas no Brasil sdo suscetiveis a doencas e pragas, tais
como o oidio, a alternaria, viroses e a antracnose. O oidio é uma das principais doencas
foliares da melancia e de outras cucurbitaceas, cultivadas no Brasil e no mundo. Nos Estados
Unidos e em Israel o oidio passou a ser um problema limitante para o cultivo da melancia
apenas por volta do ano 2000 (Davis et al., 2001; Cohen et al., 2000). Entretanto, no Nordeste
brasileiro, desde o final da década de 80, o oidio j& era citado como uma das principais
doencas que atingiam a cultura da melancia (Souza et al., 1988; Queirdz et al., 1999).

O fungo causador do oidio em melancia é o Podosphaera xanthii (Castagne) Braun &
Shishkoff [syn. Sphaerotheca fuliginea auct. p.p.] (Jahn et al., 2002), que é um parasita
obrigatorio e apresenta especializacdo fisiologica. Os sintomas aparecem em toda a parte
aérea da planta, mas as folhas sdo as mais afetadas. Inicialmente, tem crescimento branco
pulverulento, que pode ser visualizado sobre a parte superior e inferior das folhas.
Normalmente, comeca nas folhas mais antigas e plantas mais velhas, no estadio de
frutificacdo, contribuindo para a formacdo de frutos com baixo teor de sélidos solveis e de
qualidade inferior. Além disso, as folhas muito infestadas secam e a planta entra em
senescéncia mais precocimente, encurtando o seu periodo produtivo. Esse fungo, ocorre
praticamente em todos os locais onde a melancia é cultivada (Terao et al., 2010).

No Brasil, até 0 momento, foi reportada ocorréncia de uma racga de oidio especifica,
que infecta a melancia. Trabalhos realizados por Reis & Buso (2004) e Reis et al. (2005)
afirmam que nenhum isolado de meldo, abobora ou pepino foi capaz de infectar melancia, e
os isolados obtidos de melancia s6 foram capazes de colonizar esta espécie. O mesmo foi
observado por Cohen et al. (2000) em Israel. Entretanto, nos Estados Unidos, foram
identificadas duas racas distintas de oidio, 1W e 2W (Davis et al., 2007; Tetteh et al., 2010),
sendo a heranca da resisténcia das mesmas multigénica e monogénica, respectivamente
(Davis et al., 2002; Tetteh et al., 2013).

Os programas de melhoramento genético em geral visam a incorporagéo de alelos para

caracteristicas relativas a melhor qualidade de fruto, aumento de produtividade e resisténcia a
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pragas e doencas. A resisténcia ao oidio, além da diminuicdo do uso de fungicidas, torna
vidvel uma segunda colheita de frutos de qualidade j& que a planta ndo sofre os danos
causados pela doenca (Dias et al., 2007).

O desenvolvimento de novas cultivares de melancia com caracteristicas
agronomicamente desejaveis e a resisténcia ao oidio pelas técnicas de melhoramento cléssico
é bastante demorado e laborioso, além de ser dificultado pela influéncia ambiental. Técnicas
biotecnoldgicas, tais como marcadores moleculares, permitem a selecdo de individuos com
base no seu gendtipo, independentemente de fatores bidticos ou abiéticos e em qualquer fase
de desenvolvimento da planta. A identificacdo de marcadores moleculares ligados a
caracteristicas fenotipicas, como a resisténcia ao oidio, permite aumentar a eficiéncia da
selecdo dos caracteres herdados entre as progénies e reducdo do numero de individuos a
serem avaliados posteriormente em campo (Bhering et al., 2009). Dessa forma, a selecéo
assistida por marcadores (SAM) tende a agilizar os programas de melhoramento, uma vez que
a selecdo pode ser feita ainda nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta, sendo na
atualidade, uma ferramenta de fundamental importancia para o processo de desenvolvimento
de novas cultivares (Demore, 2008).

Os marcadores microssatélites também denominados SSR (“Simple Sequence
Repeats™) consistem em unidades de cerca de um a seis nucleotideos repetidos em tandem
(Oliveira et al., 2006; Caixeta et al., 2009). Tém sido desenvolvidos para varias espécies de
plantas cultivadas e estdo substituindo rapidamente outros tipos de marcadores em VAarios
tipos de estudos genéticos, principalmente, devido a sua reprodutibilidade e simplicidade da
técnica, a pequena quantidade de DNA requerida, ao baixo custo, ao grande poder de
resolucdo e aos altos niveis de polimorfismo (Caixeta et al., 2009).

Ren et al. (2012) publicaram um mapa genético da melancia, com grupos de ligacGes
genéticas altamente saturados com marcadores SSRs. Guo et al. (2013) publicaram 0 genoma
da melancia, que em conjunto com o trabalho de Ren et al. (2012) facilitara os trabalhos de
selecdo assistida por marcadores e de identificacdo de genes responsaveis por caracteristicas
agronomicamente desejaveis.

O objetivo desse trabalho foi identificar marcadores microssatélites ligados ao locus
de resisténcia ao oidio em melancia em uma populagdo F2> de ‘BRS Opara’ x ‘Pérola’ para

auxiliar programas de melhoramento de melancia de varias instituicdes de pesquisa.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Material vegetativo — Obtencéo de populacéo F1

Foram realizados cruzamentos, por meio de polinizagdo manual controlada (PMC)
conforme metodologia descrita por Dias et al. (2001), entre duas cultivares de melancia,
contrastantes para a resisténcia ao oidio: ‘BRS Opara’ (resistente) e ‘Pérola’ (suscetivel), para
obtencdo da populacdo Fi. Inicialmente, as sementes dessas cultivares foram semeadas em
bandejas de poliestireno contendo substrato comercial para hortalicas Plantmax® e foram
mantidas em casa de vegetacdo, até o aparecimento das primeiras folhas definitivas,
aproximadamente 12 dias. Em seguida, essas mudas foram transplantadas para o Campo
Experimental de Bebedouro, da Embrapa Semiarido, Petrolina-PE. Na fase de floragdo foram
realizados os cruzamentos. As flores masculinas de ‘Pérola’ e femininas de ‘BRS Opara’
foram isoladas 24 horas antes da antese, utilizando um copo plastico descartavel (250 ml)
grampeado em uma miniestaca de madeira branda, a fim de manté-lo fixado ao solo. No dia
seguinte, quando as flores ja estavam abertas, no periodo entre 8 e 10 h, foram efetuadas as
polinizagbes. A flor masculina foi destacada da planta, a corola pressionada e retida pelos
dedos polegar e indicador na regido do peddnculo e com movimentos leves e giratérios, o
polen foi depositado sobre o estigma do genitor feminino. Apds a polinizacdo, as flores
femininas foram identificadas com uma etiqueta de papel guache contendo as informagoes do
cruzamento: parentais, planta e a data da PMC e foram novamente isoladas durante mais 72 h.

Foram coletadas amostras foliares jovens de cada parental e conservadas em freezer a -
80 °C para posterior extracdo de DNA. Apds a colheita dos frutos oriundos desse cruzamento,
as sementes foram lavadas e postas para secar. Em seguida, sementes (F1) de um desses frutos
foram semeadas em bandejas de poliestireno e mantidas em casa de vegetacdo até o
aparecimento das primeiras folhas definitivas, aproximadamente 12 dias. No inicio do
desenvolvimento destas mudas, foram coletadas e armazenadas, em freezer -80°C, amostras
foliares da F; para extracdo de DNA e confirmacdo da hibridagdo via PCR, utilizando

marcadores microssatélites.

Extracdo de DNA e anélises com microssatélites da populacéo Fi

Foram realizadas extragdes de DNA das folhas dos parentais (BRS Opara e Pérola) e

do Fi, usando o protocolo CTAB 2x (Doyle & Doyle, 1990), com algumas modificagdes: 1)



35

maceragdo mecanica da folha, realizada na presenca de nitrogénio liquido, até a obtencédo de
um p6 muito fino; 2) o macerado vegetal de cada amostra foi transferido para microtubos de 2
mL, contendo 950 pL de tampdo CTAB 2x; 3) as amostras foram levadas ao banho-maria a
60 °C por 30 min, com inversao destes a cada 10 min; 4) adicionou-se 950 uL de cloroférmio:
alcool isoamililico (24:1) em cada tubo; 5) em seguida, foi feita uma centrifugacdo a 7.500
rpm, por 10 min; 6) apds a centrifugacdo observou-se a formacdo de duas fases: na fase
inferior (mais escura) ficaram depositados os residuos organicos e na fase superior (aquosa)
ficaram os &cidos nucléicos. Retirou-se 700 pL da fase aquosa e transferiu-se para um novo
microtubo de 1,5 mL; 7) adicionou-se 467 pL de alcool isopropilico (gelado) em cada tubo,
seguido de suaves inversdes dos mesmos. Estes foram mantidos em gelo por 20 min; 8) apds
esse periodo a solucdo foi centrifugada a 12.000 rpm para deposi¢do do “pellet” no fundo do
tubo; 9) descartou-se o sobrenadante em um béquer, em capela de exaustdo de gases; 10) foi
observado se houve formagao do “pellet”, este foi posto para secar em temperatura ambiente,
e posteriormente ressuspendido em 30 pL de tampdo Tris-EDTA. Esta solugdo foi
armazenada a 6 °C por 24 horas em geladeira para completa dissolugdo do “pellet” e em
seguida, essas amostras de DNA foram tratadas com RNAse durante 45 min em banho maria
a 37 °C para remocédo dos RNAs co-extraidos.

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

Cinco marcadores microssatélites (MCPI_04, MCPI_05, MCPI_11, MCPI_16 e
MCPI_26), desenvolvidos para melancia, por Joobeur et al. (2006) foram utilizados para
inclusdo da paternidade e confirmacdo dos hibridos. Esses SSRs foram previamente
selecionados do trabalho de Gama et al. (2013), por apresentarem produtos de PCR de
diferentes tamanhos, para essas cultivares. A reacdo de PCR foi realizada seguindo o
protocolo de Joobeur et al. (2004), com algumas modificacdes, para um volume final de 12
pL, contendo 50 ng de DNA, 5 uM de cada “primer”, 0,1 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCly,
1x tampdo de PCR e 0,75 unidades da enzima Tag DNA polimerase. A programacdo do
termociclador para as amplifica¢fes consistiu de: a) um ciclo inicial de 94 °C durante 2 min,
seguido de 30 ciclos a 94 °C durante 15 s, a 56 °C durante 30 s e a 72 °C durante 2 min e um

ciclo final a 72 °C por 30 min.
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A solugdo da reacdo de PCR foram adicionados seis microlitros de tamp&o
desnaturante formamida 98% (EDTA pH 8,0 10 mM, 1 mg/mL de Xilene Cyanol e 1 mg/mL
de Bromofhenol blue), seguido da completa desnaturacéo a 94 °C por 5 min em termociclador
e logo apds colocadas imediatamente no gelo. Os produtos de amplificacdo foram separados
em gel de poliacrilamida 6% [acrilamida/bisacrilamida (19:1), 7,5 M de uréia e tampdo TBE
5x], preparado em placa de vidro tipo sanduiche com capacidade para 60 pocos. As placas de
vidro foram limpas com um lenco de papel embebido com etanol. A placa grande (de ades&o
do gel) foi tratada com 1,1 mL de uma solugdo contendo 95% de Etanol + 0,5% de Acido
Acético e 1 pL de Bind silane (Bioscience). Essa solucdo foi espalhada em toda a superficie
da placa com um lenco de papel, o excesso foi retirado com um lenco de papel umedecido
com alcool etilico. A placa pequena (repulsdo do gel) foi tratada de acordo como descrito
anteriormente, porem, substituindo-se a solugdo contendo Bind silane por um produto usado
para a limpeza de vidros de automoveis com nome comercial de Waterlux (Luxcar).

Uma pré-corrida de 30 minutos a 45 W foi realizada antes da aplicacdo das amostras
de PCR. Foram aplicados 2,5uL da reacdo de PCR desnaturada no gel de poliacrilamida 6%,
sendo a corrida de eletroforese realizada por um periodo de aproximadamente duas horas e
meia, com poténcia constante de 45 W. O marcador de peso molecular “Ladder” 50 pb
(Fermentas) foi carregado na extremidade lateral de cada gel. Os géis foram corados com
nitrato de prata, conforme procedimento descrito por Creste et al. (2001): 1) a placa contendo
o gel foi imersa em solucdo de fixacdo contendo 10% de etanol absoluto e 1% de &cido
acetico por 20 min sob leve agitacdo; 2) lavagem com agua destilada sob agitacédo por 1 min;
3) pré-tratamento realizado em solucgéo de acido nitrico 0,2 mol.L™ por 3 min, seguida de
nova lavagem do gel com agua destilada por 1 min, sob lenta agitacdo; 4) a impregnacdo do
gel foi realizada com solucdo de nitrato de prata 0,2% por 20 min, seguida de duas lavagens
de 30 s com agua destilada sob leve agitacdo; 5) o gel foi imerso em solucdo de revelacao
contendo carbonato de sédio 2,4% e formaldeido 37%, sendo utilizado metade da solucéo
reveladora na primeira lavagem, até o inicio do aparecimento das bandas; 6) a placa com gel
foi transferida para uma segunda bandeja contendo o restante da solucdo e corado até o
aparecimento do padrdo das bandas desejado; 7) uma nova lavagem do gel foi realizada com
acido acético 5% por 3 min. seguida de uma lavagem final com &gua por 1 min, sob agitacéo
lenta. A placa com o gel corado foi colocada em posicdo vertical até a secagem em
temperatura ambiente para posterior analise dos fragmentos e digitalizagdo em scanner Epson
GT-15000.
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Para confirmacdo de que o resultado obtido no cruzamento entre as cultivares, tratava-
se realmente de um Fy, livre de contaminagdo, foi observado se os hibridos apresentavam

apenas o padrdo alélico dos dois parentais.

Material vegetativo — Obtencéo de populacéo F2

Apds a confirmacdo da hibridagdo usando marcadores microssatélites as mudas da
populacdo F; foram transplantadas para o Campo Experimental de Bebedouro, Petrolina-PE, e
na fase de floracdo foram realizadas autofecundagdes dessas plantas, por meio de PMC, para
obtencdo de populacdo F,. Essas plantas foram avaliadas quanto a resisténcia ao oidio, como
descrito no item fenotipagem para resisténcia ao oidio. Apos a colheita dos frutos, as

sementes foram lavadas e postas para secar a sombra.

Fenotipagem para resisténcia ao oidio das populacdes F1, F2 e dos parentais

Foi realizado um dltimo experimento de campo para avaliar a
resisténcia/suscetibilidade ao oidio. Foram avaliadas 10 plantas de cada parental, 100 plantas
da populagéo F1 e 200 plantas da populacéo F2 (as sementes utilizadas foram oriundas de um
unico fruto). Na fase inicial de desenvolvimento das mudas foram coletadas amostras foliares
jovens e sadias da populagcdo F» e foram conservadas em frezeer a -80 °C para posterior
extracdo de DNA.

Apo6s o periodo de floracdo, foi realizada inoculacdo do oidio, utilizando uma
suspensdo de agua estéril, o oidio de melancia, na concentracio de 10° conidios/ml e um
espalhante adesivo (“Tween 80”). A solucdo foi pulverizada sobre as populactes Fi, F2 e 0s
parentais utilizando um pulverizador costal. No final do ciclo as plantas foram avaliadas
utilizando-se uma escala de cinco notas, desde auséncia de oidio a infeccdo severa (0 = 0
coldnias; 1 = 1-30 colbnias; 2 = 31-60 coldnias; 3 = 61-90 colbnias; 4 = >90 colbnias (Dias et
al., 1999). As plantas que apresentaram 0-30 col6nias foram consideradas resistentes e, as que

apresentaram mais de 31 colénias foram consideradas suscetiveis.

Genotipagem de populacdo F» para resisténcia ao oidio usando marcadores

microssatélites
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Inicialmente foi realizado um “screening”, com 116 marcadores microssatélites
desenvolvidos para melancia (Jarret et al., 1996; Guerra-Sanz, 2002; Joobeur et al., 2006; Ren
et al., 2012). A fim de selecionar aqueles “primers” que apresentassem produto de PCR de
tamanhos diferentes entre os parentais. Esses foram utilizados para analisar cinco individuos
resistentes e cinco suscetiveis da populacdo F2, para identificar alelos que estivessem
presentes nos individuos resistentes e ausentes nos individuos suscetiveis ou vice-versa. Em
seguida, aqueles “primers” em que foi possivel verificar essa caracteristica foram utilizados
para genotipar os 200 individuos da populacdo F2. A metodologia utilizada para extragdo de
DNA, reacdo de PCR, usando marcadores microssatélites e revelagdo dos géis de
poliacrilamida foi a mesma descrita anteriormente no topico extracdo de DNA e analises com

microssatelites da populacéo Fi.

Analises estatisticas e identificacdo da regido cromossémica da resisténcia ao oidio

Os dados foram anotados ‘b’ para 0s genotipos dominantes (‘AA’) ¢ heterozigotos
(Aa) ¢ ‘d’ para 0s recessivos (‘aa”). Os dados obtidos pelos marcadores microssatélites e pela
avaliacdo visual de resisténcia/ suscetibilidade ao oidio, foram submetidos ao teste de qui-
quadrado a 0,05 para verificacdo do padrdo mendeliano de segregacédo esperado na populacéo
F> de 3:1. As analises de ligacdo foram realizadas utilizando o programa JoinMap verséo 2.0
(Stam & Van QOoijen, 1995) e os valores obtidos pelas frequéncias de recombinacdo foram
convertidos em mapas de distancia genética (centiMorgan) usando a funcdo Kosambi
(Kosambi, 1944).

Foi realizado um “blast” da sequéncia dos “primers” e de seus produtos de PCR,
ligados a resisténcia ao oidio, no genoma da melancia disponivel em: http://www.icugi.org

(Guo et al. 2013), para localizar em que cromossomo esses “primers” se encontram.

Validacdo de marcadores microssatélites ligados a resisténcia ao oidio

Os trés marcadores microssatélites ligados a resisténcia ao oidio, identificados no
presente trabalho, foram analisados em 17 cultivares comerciais de melancia ‘Minipool’,
‘Pérola’, ‘Smile’, ‘BRS Soleil’, ‘BRS Kuarah’, ‘BRS Opara’, ‘Crimson Sweet’, ‘Crimson
Select’, ‘Nova Crimson’, “Top gun’, ‘Omaru Yamato’, ‘Sugar Baby’, ‘Fairfax’, ‘Emperor
Charleston Bonanza’, ‘Charleston Gray’, ‘Peacock’ e ‘Sunshade’, todas estas cultivares,

exceto a cultivar BRS Opara, tém em comum o fato de serem suscetiveis ao oidio.
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2.3 RESULTADOS

Verdadeiros F1s identificados por marcadores microssatélites

O método de Polinizagdo Manual Controlada utilizado foi eficaz para a obtencdo das
populacbes F1 e F2, oriundas do cruzamento das cultivares BRS Opara x Pérola, livre de
contaminagdo. Os cinco marcadores microssatélites (MCPI_04, MCPI_05, MCPI_11,
MCPI_16 e MCPI_26) utilizados para confirmacdo da hibridacdo, foram capazes de
discriminar a populacdo F1 de seus parentais. Os individuos da populagdo Fi apresentaram

apenas os alelos do genitor feminino (BRS Opara) e do genitor masculino (Pérola).

A resisténcia ao oidio é condicionada por um alelo dominante

Na fenotipagem das populacbes Fi, F> e dos parentais para resisténcia ao oidio,
observou-se que: 0s parentais estavam em homozigose para a resisténcia e suscetibilidade ao
oidio, uma vez que, 100% das plantas avaliadas da ‘BRS Opara’ mostraram-se resistentes e
100% das plantas da ‘Pérola’ mostraram-se suscetiveis; na populacdo F1 100% das plantas
foram resistentes e na populagéo F. 158 (79%) das plantas foram resistentes e 42 (21%) foram
suscetiveis. Os valores observados em campo, para a resisténcia ao oidio, na populacdo F»,
ndo diferiram estatisticamente pelo teste Qui-quadrado a 5% de probabilidade dos valores
esperados (Tabela 1). O estudo realizado na populacdo F» para segregacéo da resisténcia ao
oidio indica que a resisténcia a doenca é condicionada por um gene dominante, segregando na

proporc¢éo 3:1.

Trés marcadores microssatélites ligados ao oidio em melancia

O “screening” realizado com os 116 marcadores microssatélites desenvolvidos para
melancia, revelou apenas doze pares de “primers” com polimorfismo entre os parentais
(Tabela 2). Destes, apenas trés apresentaram o padrdo alélico esperado, com presenca de alelo
nos individuos resistentes e auséncia nos suscetiveis (Figura 1). Os trés marcadores foram:
MCPI_11, o CYSTSIN, e 0 BVWS02441 desenvolvidos por Joobeur et al. (2006), Guerra-
Sanz (2002) e Ren et al. (2012), respectivamente. Estes trés marcadores foram utilizados para
genotipar a populacdo F> de 200 individuos (Figuras 1, 2 e 3), sendo observada a presenca de

apenas nove individuos recombinantes para os marcadores citados. As analises de ligacdo
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mostraram que os microssatélites MCPI_11, CYSTSIN e BVWS02441 estdo ligados ao gene
de resisténcia ao oidio em melancia, a uma distancia de 2,6 cM com LODs ‘score’de 31,42.

O “blast” das sequéncias dos trés pares de “primers”, ligados a resisténcia ao oidio, e
de seus produtos de PCR, feito no genoma da melancia disponivel em: http://www.icugi.org,
mostraram que o gene relacionado com a resisténcia ao oidio esta no cromossomo dois e que
0s trés marcadores em questdo, estdo muito proximos um do outro, com uma distancia
aproximada de: 1) MCPI_11 ao BVWS02441 57,44 kb 2) BVWS02441 ao CYSTSIN 33,82
kb, e 3) MCPI_11 ao CYSTSIN 91,26 kb.

A andlise dos marcadores microssatélites MCPI_11, CYSTSIN e BVWS02441 em 17
cultivares comerciais de melancia, revelou que a cultivar BRS Opara (resistente ao oidio) tem
um alelo diferente de todas as demais cultivares analisadas (suscetiveis ao oidio) para os trés

marcadores analisados (Figura 4).

2.4 DISCUSSAO

Os marcadores microssatélites MCPI_04, MCPI_05, MCPI_11, MCPI_16 e MCPI_26,
utilizados, para confirmar a hibridacdo entre as cultivares utilizadas: ‘BRS Opara’ e ‘Pérola’
podem ser usados como ferramenta na identificacdo e em andlises de parentesco de hibridos
de melancia envolvendo essas cultivares. Em muitos casos, quando nao é possivel confirmar a
hibridacéo, diferenciar um hibrido de seus parentais, ou mesmo confirmar sua paternidade,
com base apenas em descritores morfoldgicos, marcadores moleculares, tais como 0s
marcadores microssatélites, sdo uma alternativa. A ampla utilizacdo desse marcador em
estudos genéticos, inclusive em testes de paternidade, deve-se ao fato de serem co-
dominantes, multialélicos, altamente reprodutiveis e de ampla resolucdo (Varshney, 2005;
Oliveira et al., 2006).

Os resultados obtidos na fenotipagem das populacGes Fi, F2 e de seus parentais para
resisténcia ao oidio em melancia, se ajustam a segregacdo mendeliana de 3:1 (resistentes:
suscetivel) com dominancia do gene que confere resisténcia a doenca. Com isso, pode-se
verificar que a heranca da resisténcia, na fonte utilizada, € monogénica e dominante. Esses
resultados corroboram com Borges (1996), que também realizou estudo de heranca em
linhagens do programa de melhoramento de melancia que deram origem a cultivar BRS
Opara. Esse padrdo tem sido observado ha cerca de 20 anos e se mantém até os dias atuais. Na
Coréia do Sul, Kim et al. (2013) relataram que a resisténcia ao oidio, raca 1W, € monogénica

e parcialmente dominante. J& nos Estados Unidos, Davis et al. (2002) afirmaram que a
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resisténcia a raca 1W é multigénica. Nao é possivel afirmar se sdo ragas diferentes, se estd
havendo alguma especiacdo dessa ragca dependendo do local, ou, se por serem fontes de
resisténcia diferentes, se comportam de forma diferente quanto ao tipo de heranca da
resisténcia ao patdégeno. Apesar de limitados, os dados disponiveis sugerem que a distribuicdo
geografica de racas é complexa e mutavel com o passar do tempo (Mohamed et al., 1995;
Sowell, 1982). Portanto, o melhor local para se avaliar fontes de resisténcia a alguma doenca
de planta e desenvolver programas de melhoramento genético com o objetivo de transferir a
resisténcia para cultivares de interesse, sdo aquelas regibes onde o hospedeiro cresce
naturalmente ou é cultivado por muitos anos, permitindo somente a sobrevivéncia de
hospedeiros resistentes ao patdégeno.

Na genotipagem da populacdo F, para resisténcia ao oidio, usando marcadores
microssatelites, os resultados mostraram trés marcadores SSRs (MCPI_11, CYSTSIN e
BVWS02441) que sdo capazes de identificar alelos presentes em plantas resistentes e ausentes
em plantas suscetiveis. Estes marcadores microssatélites identificaram apenas nove individuos
recombinantes em uma populacdo de 200 individuos. A base genética de mapas de ligacéo € a
recombinagdo genética resultante do “crossing over” entre cromossomos homaélogos durante a
meiose. A recombinacdo genética € medida pela fracdo de recombinacéao, que é a razao entre
gametas recombinantes e o total de gametas. Quanto mais perto estdo dois locus em um
cromossomo, menor serd a chance de recombinacédo entre eles; quanto mais afastados, maior
sera 0 nimero de recombinantes (Liu, 1997). As analises feitas no JoinMap 2.0 mostraram
que os microssatélites MCPI_11, CYSTSIN e BVWS02441 estdo ligados ao gene que confere
resisténcia ao oidio a uma distancia de 2,6 cM com LODs ‘score’ de 31,42. Isso significa que
esses marcadores estdo muito proximos do alelo que confere a resisténcia a este patdgeno em
melancia e sdo aptos para serem utilizados na selecdo assistida por marcadores para esta
caracteristica, acelerando bastante os programas de melhoramento de melancia, visando
resisténcia ao oidio.

Marcadores moleculares, quando associados a caracteristicas fenotipicas, tais como a
resisténcia ao oidio, podem agilizar os programas de melhoramento. Alpuerto et al. (2009)
estimaram que, com a utilizacdo da sele¢do assistida por marcadores no programa de
melhoramento de arroz para tolerdncia a salinidade e deficiéncia de fésforo, houve uma
reducdo de 3 a 6 anos para o desenvolvimento de uma nova cultivar, em relacdo ao
melhoramento convencional, esse tempo pode variar em funcdo da cultura. Os marcadores
identificados no presente trabalho, como ligados a resisténcia ao oidio, permitem selecionar

plantas resistentes homozigotas ou heterozigotas para a resisténcia a esta doenca, bem como
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plantas suscetiveis ainda no estadio de plantula, o que gera economia de tempo, espaco e
dinheiro, uma vez que, permite ao melhorista levar adiante no programa de melhoramento
apenas as plantas que apresentem a caracteristica de interesse. A selecdo assistida por
marcadores moleculares (SAM) € rapida e segura, sendo na atualidade, de fundamental
importancia para o processo de desenvolvimento de novas cultivares (Demore, 2008). Vale
salientar que os marcadores moleculares ndo vdo substituir todas as avaliacfes fenotipicas,
mas sim auxilia-las.

Os resultados da validacdo dos marcadores microssatélites MCPI_11 e CYSTSIN e
BVWS02441 reforcam a utilizacdo desses marcadores na selecdo assistida visando resisténcia
ao oidio. Uma vez que, esses marcadores foram analisados em 17 cultivares comerciais de
melancia, e, como pode ser observado na Figura 4, a cultivar BRS Opara (resistente ao oidio)
apresentou um padréo alélico Unico, distinto de todas as demais cultivares analisadas, que sao
suscetiveis ao oidio.

Poucos estudos tém sido encontrados na literatura reportando a associacdo de
marcadores moleculares a caracteristicas fenotipicas em melancia. Kim et al. (2013)
analisaram 5493 “primers” RAPDs (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”) e
identificaram um marcador (OP-R483) ligado a resisténcia ao oidio raca 1W a uma distancia
de 3,6 cM. Em seguida esses autores clonaram a marca encontrada com esse marcador e
converteram em SCAR1-F e SCAR1-R, correspondente ao locus OP-S483. O alinhamento
das sequéncias obtidas com OP-S483 e OP-R483 revelou cinco polimorfismos de nucleotideo
anico (SNPs), que foram utilizados para desenvolvimento de marcador CAPs (“cleaved
amplified polymorphic sequence”).

A comparacdo entre os dados deste trabalho e os dados do trabalho de Kim et al.
(2013) é dificil, uma vez que sdo fontes de resisténcia diferentes e os autores deste ultimo nédo
disponibilizaram a sequéncia do primer (OP-R483). Dessa forma ndo é possivel verificar, se
este e 0os marcadores microssatélites revelados neste trabalho, estdo na mesma regido
cromossomica.

Lin et al. (2009) analisaram mais de 300 “primers” RAPD quanto a capacidade de
identificar genotipos resistentes e suscetiveis a doenca vascular causada por Fusarium
oxysporum f. sp. niveum (fusario) em populacbes F1 e F», oriundas do cruzamento da cultivar
Sugar Baby (suscetivel) e uma linha melhorada de Sugar Baby, denominada JSB (resistente).
O primer OP-GO5 revelou um fragmento presente em todas as populagdes resistentes,
denominado JSB-OP05898, que foi clonado, sequenciado e utilizado para desenhar “primers”

SCARs (“Sequence Characterized Amplified Region”). Os autores afirmaram que o SCAR
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desenvolvido nesse estudo é capaz de diferenciar de forma rapida e segura genétipos de
melancia resistentes e suscetiveis ao fusario e que isso pode acelerar os programas de
melhoramento. Futuramente, esses autores pretendem encontrar mais marcadores ligados a
resisténcia a murcha de fusario e utiliza-los para isolar o gene de resisténcia. Prothro et al.
(2012) identificaram um QTL, denominado M-QTL no LG 2 como candidato para a selecao
assistida por marcadores para tamanho de sementes de melancia.

Considerando outras culturas de importancia econdmica, a sele¢do assistida por
marcadores moleculares tem sido bem utilizada em programas de melhoramento. Como por o
exemplo no milho: Gupta et al. (2013) introgrediram, com sucesso, o alelo opaque 2 (02)
para as linhas parentais de um milho hibrido por meio de retrocruzamento assistido por
marcadores genéticos seguido por reconstituicdo do hibrido original, com teores de lisina e
triptofano melhorados. Os autores conseguiram aumentar o teor de lisina em 30 % e o de
triotofano em 41%. Em todas as etapas do programa de melhoramento foram utilizados
marcadores microssatélites para selecionar, ainda na fase de plantula, os materiais que
apresentavam a marca do alelo O2.

Apesar de timidos, estudos buscando associar marcadores moleculares a caracteristicas
agronomicamente desejaveis em melancia, estdo sendo realizados e, deve-se enfatizar a
importancia dos mesmos para 0 avango dos programas de melhoramento desta espécie. Sao
evidentes os beneficios da selecédo assistida por marcadores no melhoramento de plantas, uma
vez que estes vém somar as avaliaces do melhoramento classico e acelerar o processo de
desenvolvimento de cultivares. Pois a avaliacdo pode ser feita em qualquer fase de
desenvolvimento da planta sem que haja interferéncia ambiental e, além disso, € possivel
avaliar um grande nimero de gen6tipos por vez.

Grandes avancos foram obtidos nos estudos moleculares em melancia, principalmente
com a disponibilizacdo do genoma desta cultura por Guo et al. (2013). O estudo feito por
estes autores possibilitou identificar em que cromossomo estdo os marcadores microssatélites,
MCPI_11, CYSTSIN e BVWS02441, ligados a resisténcia ao oidio e quais 0s genes estdo

nessa regido.

2.5 CONCLUSOES

Os marcadores microssatélites MCPI_11, CYSTSIN e BVWS02441, localizados no
cromossomo dois, estdo intimamente ligados com a resisténcia ao oidio e podem oferecer

suporte para programas de melhoramento de melancia que visem resisténcia a esta doenca e
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outras caracteristicas agrondmicas desejaveis. Bem como, a identificacdo da regido
cromossdmica, em que se encontram estes marcadores, facilitara estudos futuros para

identificar o gene que confere resisténcia ao oidio em melancia.
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Tabela 1. Numero de plantas analisadas para resisténcia ou suscetibilidade ao oidio nas

cultivares de melancia ‘BRS Opara’ e ‘Pérola’ e nas populacgdes F1 e Fo.

Resisténcia ou suscetibilidade ao oidio

Numero de Plantas avaliadas Plantas resistentes Plantas suscetiveis

BRS Opara 30 30 (100%) 0
Pérola 30 0 30 (100%)
Populacéo F1 40 40 (100%) 0
Populagéo F, 200 158(79%)NS 42(21%) NS

NS No significativo a 5% de probabilidade pelo teste Qui-quadrado.

Tabela 2. Nome e sequéncia dos “primers” que foram polimorficos entre as cultivares ‘BRS

Opara’ e ‘Pérola’, dentre os 116 microssatélites analisados.

Nome do primer Sequencia do primer

MCPI_042 AGCAAATGCATGGGGAAAACI/ITGTTGAATGGAGGCTTTGAG
MCPI_052 ATTTCTGGCCCCAGTGTAAG/GAACAACGCAACCACGTATG
MCPI_11° GAGCAGGGGAGAAGGAAAAC/CCAGTAGCTTTTTCCGATGC
MCPI_16° TGCTCAATCCACCCTTTCTC/AAAAACAGCAACTCTCCCATC
MCPI_262 CAGAGGAACGAGAGGGAGTG/GGGGAGCCCATATTTTAACC
CYSTSIN® ATTTTCTTGCTTCAAATGGA/ATAAGCAAAAGCATCGAAAG
EST00680°" CCTTATCTCAACTCTTTTCGGA/AGGATTGGGCTTGATTGTTG

BVWS00241° CAGAGGAACGAGAGGGAGTG/GGGGAGCCCATATTTTAACC
BVWS2447 ¢ CAGAGGAACGAGAGGGAGTG/GGGGAGCCCATATTTTAACC
BVWS01050 ¢ GAATTTGCTTCAGCCTTTGG/TTCATTTCTAGGTTGGTTTTAAGATTT
BVWS02384 © TCCAAGTGGCTTGCTCTTTT/TCTCAACCTCAAATTCCGAGA

BVWS01358 ¢ CCCTATTGCCTATTTTTCTCAA/AAATTTGTGCTCTTCGTGGG

*Primers” desenvolvidos por Joobeur et al. (2006); *“Primers” desenvolvidos por Guerra-
Séanz (2002); ¢ "Primers” desenvolvidos por Ren et al. (2012).
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Figura 1. Padrdo alélico da cultivar BRS Opara (resistente), da cv. Pérola (suscetivel), da F1 e
de 200 individuos da populagdo F» utilizando o marcardor microssatélite MCPI-11 associado

a resisténcia ao oidio em melancia.
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Figura 2. Padrao alélico da cultivar BRS Opara (resistente), da cv. Pérola (suscetivel), da F1 e
de 200 individuos da populagdo F. utilizando o marcador microssatélite CYSTSIN associado
a resisténcia ao oidio em melancia.
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Figura 3. Padréo alélico da cultlvar BRS Opara (reS|stente) da cv. Pérola (suscetivel), da F1
e de 200 individuos da popula¢do F> utilizando o marcador microssatélite BVWS02441
associado a resisténcia ao oidio em melancia.
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Figura 4. Padrdo alélico para dois locos microssatélites, ligados a resisténcia ao oidio,
avaliados em 17 cultivares de melancia. Cultivares: 1 = Minipool, 2 = Pérola, 3 = Smile, 4 =
BRS Soleil, 5 = BRS Kuarah, 6 = BRS Opara, 7 = Crimson Sweet, 8 = Crimson Select, 9 =
Nova Crimson, 10 = Top Gun, 11 = Omaru Yamato, 12 = Sugar Baby, 13 = Fairfax, 14 =
Emperor Charleston Bonanza, 15 = Charleston Gray, 16 = Peacock, 17 = Sunshade.
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3. CAPITULO Il - MARCADORES MICROSSATELITES LIGADOS AO LOCUS DO
PADRAO DE LISTRAS DE FRUTOS DE MELANCIA!

!Apéndice B - Artigo Microsatellite markers linked to the locus of the watermelon fruit stripe pattern, publicado na
Genetics and Molecular Research, disponivel em: http://www.geneticsmr.com//year2015/vol14-1/pdfigmr5172.pdf
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RESUMO

O desempenho agronbmico, a aparéncia externa e interna de frutos de melancia séo
caracteristicas importantes que devem ser levadas em consideracdo durante 0
desenvolvimento de uma nova cultivar, bem como os principais elementos de identificacdo da
mesma pelo consumidor ocorrem pela aparéncia externa e qualidade do fruto. Externamente,
o fruto pode ser caracterizado quanto ao formato, cor de fundo da casca, presenca de sulcos e
presenca de listras, sendo que estas podem ser claramente definidas ou difusas. O objetivo
desse trabalho foi identificar marcadores microssatélites ligados ao padrao de listras de frutos
de melancia, para auxiliar em programas de melhoramento de melancia na selegdo dessa
caracteristica ainda na fase de plantula. Plantas dos parentais, de Fis e F» resultantes do
cruzamento entre as cultivares ‘BRS Opara’ (listras claramente definidas) e ‘Pérola’ (listras
difusas) foram fenotipadas quanto ao padréo de listras de frutos de melancia. O protocolo
CTAB 2X foi utilizado para extragdo do DNA e foram analisados 116 marcadores
microssatélites em um grupo de plantas F2 que possuiam frutos com padrdo de listras
claramente definidas e um grupo de plantas que possuiam frutos com listras difusas. Os locus
microssatéelites MCPI_05 e MCPI_16 apresentaram ligacdo ao padrdo de listras de frutos de
melancia a uma distancia de 1,5 e 1,8 cM, respectivamente com LODs ‘score’ de 39,28 e
38,11, respectivamente, e estdo localizados no cromossomo seis no genoma da melancia.
Esses marcadores poderdo ser utilizados no processo de selecéo assistida por marcadores em

programas de melhoramento de melancia de varias instituicdes de pesquisa.

Palavras-chave: Citrullus lanatus; padréo externo de frutos; selecdo assistida; SSR
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ABSTRACT

Agronomic performance and external and internal appearance of watermelon (Citrullus
lanatus) fruit are important traits that should be taken into consideration during the
development of a new cultivar, as well as being the principal identification elements used by
the consumer, which are based on the external appearance and quality of the fruit. Externally,
the fruit can be characterized in terms of the shape, the color of the lower rind, and the
presence of grooves and stripes, the stripes can be classified as clearly defined or diffuse. The
objective of this study was to identify microsatellite markers linked to the stripe pattern of
watermelon fruit to support watermelon improvement programs, with the selection of this
characteristic in the plantlet stage. F1 and F> populations, result of a cross between the
cultivars BRS Opara (clearly defined stripes) and Pérola (diffuse stripes), were phenotyped
for their fruit stripe pattern. The CTAB 2X protocol was used for DNA extraction and 116
microsatellite markers were examined in a group of F2 plants that had fruit with well-defined
stripes and fruit with diffuse stripes. The microsatellite loci MCPI_05 and MCPI_16 exhibited
a linkage to the stripe pattern at a distance of 1.5 and 1.8 cM, respectively, with LOD scores
of 39.28 and 38.11, respectively, which were located on chromosome six of the watermelon
genome. These markers can be used in marker-assisted selection in watermelon improvement

programs, by various research institutions.

Keywords: Citrullus lanatus; fruit external pattern; assisted selection; SSR
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3.1 INTRODUCAO

A melancia é uma Cucurbitaceae cultivada em todo o mundo. Atualmente, ha varias
cultivares desta espécie, que diferem entre si quanto ao padrdo externo dos frutos, cor da
polpa, teor de sélidos sollveis, produtividade, resisténcia a pragas e doencas, precocidade,
dentre outras caracteristicas agronomicamente desejaveis. Um resumo das caracteristicas
morfoldgicas das principais cultivares de melancia é apresentado por Dias et al. (2010) e
Gama et al. (2013).

Durante o processo de desenvolvimento de uma nova cultivar € preciso considerar 0s
possiveis clientes: produtor, industria e 0 consumidor (Borém e Miranda, 2013). De acordo
com Dias et al. (2010), no Brasil, a cultivar Crimson Sweet e tipos semelhantes, que é de
origem americana e possui 0 padrdo de listras claramente definidas, € a mais plantada,
respondendo praticamente por mais de 90% do fornecimento ao mercado consumidor. Na
escolha da cultivar para o plantio, deve-se considerar o tipo de fruto preferido pelo mercado
consumidor, sua resisténcia ao transporte, a adaptacdo da cultivar a regido, a tolerancia a
doencas e a disturbios fisiologicos. Dessa forma, um programa de melhoramento genético
deve seguir varias vertentes, desde resisténcia a doencas e pragas, maior produtividade até a
aparéncia externa e interna do fruto, uma vez que a aparéncia € o elemento de identificacdo da
cultivar pelo consumidor.

De acordo com a lista de descritores morfologicos para melancia disponivel no site do
Ministério da Agricultura, o padrdo externo de frutos de melancia pode ser caracterizado
quanto ao formato do fruto, cor de fundo da casca, presenca de sulcos, presenca de listras -
estas sdo classificadas em claramente definidas e difusas, intensidade de coloracdo e largura
das listras; o padréo interno do fruto pode ser caracterizado quanto a espessura do pericarpo,
coloracdo e firmeza da polpa (BRASIL, 2009).

O processo de selecdo para o padrdo dos frutos de melancia pelas técnicas do
melhoramento classico, s6 pode ser feito na fase de frutificacdo ou durante a colheita, 0 que
levaria em torno de 40 ou 80 dias apds 0 semeio, respectivamente. Técnicas biotecnoldgicas,
tais como marcadores moleculares, permitem a sele¢cdo de individuos com base no seu
gendtipo, independentemente de fatores bidticos ou abidticos e em qualquer fase de
desenvolvimento da planta. Dessa forma, a identificacdo de marcadores moleculares ligados a
caracteristicas fenotipicas, tais como o padrdo de listras de frutos de melancia, permite

selecionar o tipo de padrdo externo do fruto, desejado, ainda na fase de muda, além de
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permitir melhor conhecimento dos caracteres herdados entre as progénies e reducdo do
namero de individuos a serem avaliados posteriormente em campo (Bhering et al., 2009).

A selecdo assistida por marcadores (SAM) tende a agilizar os programas de
melhoramento, uma vez que a selecdo pode ser feita ainda nos estadios iniciais de
desenvolvimento da planta, sendo na atualidade, de fundamental importancia para o processo
de desenvolvimento de novas cultivares (Demore, 2008). Varios marcadores moleculares
associados a diferentes caracteristicas fenotipicas permitirdo fazer a sele¢do assistida por
marcadores, agregando Vvarias caracteristicas de interesse em uma nova cultivar.

Os marcadores microssatélites também denominados SSR (“Simple Sequence
Repeats”) consistem em unidades de cerca de um a seis nucleotideos repetidos em tandem, ou
seja, uma apos a outra (Oliveira et al., 2006; Caixeta et al., 2009). Tém sido desenvolvidos
para varias espécies de plantas cultivadas e estdo substituindo rapidamente outros tipos de
marcadores em varios tipos de estudos genéticos, principalmente, devido a sua
reprodutibilidade e simplicidade da técnica, a pequena quantidade de DNA requerida, ao
baixo custo, ao grande poder de resolucéo e aos altos niveis de polimorfismo (Caixeta et al.,
2009).

Gama et al. (2013) utilizaram 36 marcadores moleculares microssatélites para
caracterizar 17 cultivares de melancia, observando a formagdo de dois grupos entre essas
cultivares e que todas as cultivares que apresentam o padrdo de listras difusas ficaram
agrupadas no grupo | e as que possuem o padréao de listras claramente definidas no grupo II.
Ainda nesse trabalho, observou-se que, para os marcadores MCPI-05 e MCPI-16, todas as
cultivares que possuem padrdo de listras claramente definidas, apresentaram o mesmo padréo
alélico.

O objetivo desse trabalho foi identificar marcadores microssatélites ligados ao padrao
de listras de frutos de melancia, para auxiliar em programas de melhoramento de melancia na

selecdo desta caracteristica ainda na fase de plantula.

3.2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal — Obtencdo de populagdo F;

Foram realizados cruzamentos, por meio de polinizagdo manual controlada (PMC)

conforme metodologia descrita por Dias et al. (2001), entre duas cultivares de melancia,

contrastantes para o padrdo de listras de frutos de melancia (Figura 1): a cv. BRS Opara



58

(listras bem definidas) e a cv. Pérola (listras difusas), para obtencdo da populacdo Fi.
Inicialmente, as sementes destas cultivares foram semeadas em bandejas de poliestireno
contendo substrato comercial para hortalicas Plantmax® e foram mantidas em casa de
vegetacdo até o aparecimento das primeiras folhas definitivas, 12 dias apds o semeio. Em
seguida, essas mudas foram transplantadas para o Campo Experimental de Bebedouro, da
Embrapa Semiérido, Petrolina-PE. Na fase de floracdo foram realizados os cruzamentos, as
flores masculinas de ‘Pérola’ e femininas de ‘BRS Opara’ foram isoladas 24 horas antes da
antese, utilizando um copo plastico descartavel (250 ml) grampeado em uma miniestaca de
madeira branda, a fim de manté-lo fixado ao solo. No dia seguinte, quando as flores ja
estavam abertas, no periodo entre 8 e 10 h, foram efetuadas as poliniza¢6es. A flor masculina
foi destacada da planta, a corola pressionada e retida pelos dedos polegar e indicador na
regido do pedunculo e com movimentos leves e giratorios, o polen foi depositado sobre o
estigma do genitor feminino. Apdés a polinizacéo, as flores femininas foram identificadas com
uma etiqueta de papel guache contendo as informacgdes do cruzamento: parentais, planta e a
data da PMC e foram novamente isoladas durante mais 72 h.

Foram coletadas amostras foliares jovens de cada parental e conservadas em frezeer a -
80 °C para posterior extracdo de DNA. Apds a colheita dos frutos oriundos desse cruzamento,
as sementes foram lavadas e postas para secar. Em seguida, sementes (F1) de um desses frutos
foram semeadas em bandejas de poliestireno e mantidas em casa de vegetacdo até o
aparecimento das primeiras folhas definitivas, 12 dias ap6s o semeio. No inicio do
desenvolvimento destas mudas, foram coletadas e armazenadas, em freezer -80°C, amostras
foliares do F: para extracdo de DNA e confirmagdo da hibridacdo via PCR, utilizando

marcadores microssatélites.

Confirmacéo de hibridacao utilizando marcadores microssatélites

Extracdo de DNA

Foram realizadas extracdes de DNA das folhas dos parentais (BRS Opara e Pérola) e
do F1, usando o protocolo CTAB 2x de Doyle e Doyle (1990), com algumas modificacfes: 1)
maceracdo mecanica, da folha, realizada na presenca de nitrogénio liquido, até a obtencdo de
um pd muito fino; 2) o macerado vegetal de cada amostra foi transferido para microtubos de 2
mL, contendo 950 pL de tampdo CTAB 2x; 3) as amostras foram levadas ao banho-maria a

60 °C por 30 min, com inversdo destes a cada 10 min; 4) adicionou-se 950 pL de cloroférmio:
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alcool isoamilico (24:1) em cada tubo; 5) em seguida, foi feita uma centrifugagdo a 7.500
rpm, por 10 min; 6) apds a centrifugacdo observou-se a formacdo de duas fases: na fase
inferior (mais escura) ficaram depositados os residuos organicos e na fase superior (aquosa)
ficaram os &cidos nucléicos. Retirou-se 700 pL da fase aquosa e transferiu-se para um novo
microtubo de 1,5 mL; 7) adicionou-se 467 UL de alcool isopropilico ‘gelado’ em cada tubo,
seguido de suaves inversdes dos mesmos. Estes foram mantidos em gelo por 20 min; 8) apds
esse periodo a solucdo foi centrifugada a 12.000 rpm para deposi¢cdo do “pellet” no fundo do
tubo; 9) descartou-se o sobrenadante em um béquer, em capela de exaustdo de gases; 10) foi
observado se houve formagao do “pellet”, este foi posto para secar em temperatura ambiente,
e posteriormente ressuspendido em 30 pL de tampdo Tris-EDTA. Esta solugdo foi
armazenada a 6 °C por 24 horas em geladeira para completa dissolugdo do “pellet” e em
seguida, essas amostras de DNA foram tratadas com RNAse durante 45 min em banho maria
a 37 °C para remoc¢éo dos RNAs co-extraidos.

A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo
de etidio, pela comparacéo visual da intensidade das bandas do DNA extraido com bandas do
DNA do fago Lambda, de concentragcfes conhecidas e carregadas no mesmo gel das amostras.
A integridade das amostras de DNA foi avaliada pela presenca ou auséncia de ‘rastro’ de
DNA. As amostras de DNA foram diluidas para 100 ng/puL e armazenadas em freezer a -20
°C.

Reacdo de amplificacdo do DNA e resolucdo em géis de poliacrilamida

Foram utilizados cinco marcadores microssatélites (MCP1_04, MCPI1_05, MCPI_11,
MCPI_16 e MCPI_26), desenvolvidos para melancia, por Joobeur et al. (2006) para inclusdo
da paternidade e confirmacdo dos hibridos. Esses SSRs foram previamente selecionados do
trabalho de Gama et al. (2013), por apresentarem produtos de PCR de diferentes tamanhos,
para essas cultivares. A reacdo de PCR foi realizada seguindo o protocolo de Joobeur et al.
(2004), com algumas modificacGes, para um volume final de 12 pL, contendo 50 ng de DNA,
5 uM de cada ‘primer’, 0,1 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCly, 1x tampédo de PCR e 0,75
unidades da enzima Tag DNA polimerase. A programacdo do termociclador para as
amplificacBes consistiu de: a) um ciclo inicial de 94 °C durante 2 min, seguido de 30 ciclos a
94 °C durante 15 s, a 56 °C durante 30 s e a 72 °C durante 2 min e um ciclo final a 72 °C por

30 min.
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A solucio da reacdo de PCR foi adicionado metade do volume da reagdo, de tamp&o
desnaturante formamida 98% (EDTA pH 8,0 10 mM, 1 mg/mL de Xilene Cyanol e 1 mg/mL
de Bromofhenol blue), seguido da completa desnaturacédo a 94 °C por 5 min em termociclador
e logo apds colocadas imediatamente no gelo. Os produtos de amplificacdo foram separados
em gel de poliacrilamida 6% [acrilamida/bisacrilamida (19:1), 7,5 M de uréia e tampdo TBE
5x], preparado em placa de vidro tipo sanduiche com capacidade para 60 pocos. As placas de
vidro foram limpas com um lengo de papel embebido com etanol. A placa grande (de adesao
do gel) foi tratada com 1,1 mL de uma solugdo contendo 95% de Etanol + 0,5% de Acido
Acético e 1 pL de Bind silane (Bioscience). Essa solucdo foi espalhada em toda a superficie
da placa com um lenco de papel, 0 excesso foi retirado com um lengo umedecido com alcool
etilico. A placa pequena (repulsédo 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 com nome comercial de Waterlux (Luxcar).

Uma pré-corrida de 30 minutos a 45 W foi realizada antes da aplicacdo das amostras
de PCR. Foram aplicados 2,5uL da reacdo de PCR desnaturada no gel de poliacrilamida 6%,
sendo a corrida de eletroforese realizada por um periodo de aproximadamente duas horas e
meia, com poténcia constante de 45 W. O marcador de peso molecular “Ladder” 50pb
(Fermentas) foi carregado na extremidade lateral de cada gel. Os geéis foram corados com
nitrato de prata, conforme procedimento descrito por Creste et al. (2001): 1) a placa contendo
o0 gel foi imersa em solucéo de fixacdo contendo etanol absoluto 10% e &cido acético 1% por
20 min sob leve agitacdo; 2) lavagem com agua destilada sob agitacdo por 1 min; 3) pré-
tratamento realizado em solucdo de &cido nitrico 0,2 mol.L™ por 3 min, seguida de nova
lavagem do gel com &gua destilada por 1 min, sob lenta agitacdo; 4) a impregnacéo do gel foi
realizada com solucdo de nitrato de prata 0,2% por 20 min, seguida de duas lavagens de 30 s
com agua destilada sob leve agitacdo; 5) o gel foi imerso em solucdo de revelacdo contendo
carbonato de sodio 2,4% e formaldeido 37%, sendo utilizado metade da solucdo reveladora na
primeira lavagem, até o inicio do aparecimento das bandas; 6) a placa com gel foi transferida
para uma segunda bandeja contendo o restante da solucdo e corado até o aparecimento do
padrdo das bandas desejado; 7) uma nova lavagem do gel foi realizada com &cido acético 5%
por 3 min. seguida de uma lavagem final com agua por 1 min, sob agitacdo lenta. A placa
com o gel corado foi colocada em posicdo vertical até a secagem em temperatura ambiente

para posterior analise dos fragmentos e digitalizagdo em scanner Epson GT-15000.



61

Para confirmacdo de que o resultado obtido no cruzamento entre as cultivares, tratava-
se realmente de um F1, livre de contaminacdo, foi observado se os hibridos apresentavam

apenas o padrdo alélico dos dois parentais.

Obtencéo de populacéo F»

Apds a confirmacdo da hibridagdo usando marcadores microssatélites as mudas da
populacdo F; foram transplantadas para o Campo Experimental de Bebedouro, e na fase de
floracdo foram realizadas autofecundacgdes dessas plantas, por meio de PMC, para obtencéo
de populagdo F.. Apés a colheita dos frutos, as sementes foram lavadas e postas para secar a

sombra.

Fenotipagem para o padrdo de listras de frutos de melancia em populagdes Fi, F2 e

parentais

Foi realizado um ultimo experimento de campo para avaliar o padrdo de listras dos
frutos. Foram avaliadas 10 plantas de cada parental, 100 plantas da populacéo F1 e 200 plantas
da populacdo F, (as sementes utilizadas foram oriundas de um dnico fruto). Na fase inicial de
desenvolvimento das mudas foram coletadas amostras foliares jovens e sadias da populacéo
F» e foram conservadas em frezeer a -80 °C, para posterior extracdo de DNA.

A colheita foi realizada manualmente, 75 dias apos o semeio. Os frutos foram
identificados com a numeracéo da planta e levados a um galpéo, onde foram caracterizados de
acordo com os descritores morfoldgicos para melancia para o padréo de listras (Figura 2). Foi

contabilizado o nimero de frutos com padrao de listras claramente definidas e listras difusas.

Genotipagem da populacéo F. para o padréo de listras de frutos de melancia, usando

marcadores microssatélites

Foram analisados um total de 116 marcadores microssatélites desenvolvidos para
melancia, sete desenvolvidos por Jarret et al. (1996), dezoito por Guerra-Sanz (2002), 36 por
Joobeur et al. (2006) e 55 por Ren et al. (2012). A fim de selecionar aqueles “primers” que
apresentassem produto de PCR de diferentes tamanhos entre os parentais. Em seguida, estes
foram utilizados para analisar cinco individuos de frutos com padrao de listras bem definidas

e cinco com padréo de listras difusas, da populacdo F, para identificar alelos que estivessem
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presentes nos individuos com padrédo de listras claramente definidas e ausentes nos individuos
com padréo de listras difusas ou vice-versa. Apds verificar esta caracteristica com esses 10
individuos, os “primers” selecionados foram utilizados para genotipar os 200 individuos da
populacdo F>. A metodologia utilizada para extracdo de DNA, reacdo de PCR, usando
marcadores microssatélites e revelacdo dos geis de poliacrilamida foi a mesma descrita

anteriormente no tdpico confirmacéo de hibridacao utilizando marcadores microssatélites.

Andlises estatisticas e identificacdo da regido cromossémica do padrdo de listras de

frutos de melancia

Os dados foram anotados para a presenca (1) versus auséncia (0) de alelos. Os dados
obtidos pelos marcadores microssatélites e pela avaliacdo visual de frutos com padréo de
listras claramente definidas/ listras difusas, foram submetidos ao teste de qui-quadrado a 0,05
para verificacdo do padrdo mendeliano de segregacdo esperado na populacdo F» de 3:1. As
andlises de ligacdo foram realizadas utilizando o programa JoinMap versao 2.0 (Stam e Van
Ooijen, 1995) e os valores obtidos pelas frequéncias de recombinacdo foram convertidos em
mapas de distancia genética (centiMorgan) usando a fungdo Kosambi (Kosambi, 1944), para
ilustracdo em diagrama.

Foi realizado um “blast” da sequéncia dos “primers” e de seus produtos de PCR,
ligados ao padrdo de listras de frutos de melancia, no genoma desta espécie disponivel em:
http://www.icugi.org (Guo et al., 2013), para localizar em que cromossomo esses “primers” se

encontram.

3.3 RESULTADOS

Os cinco marcadores microssatélites (MCP1_04, MCPI_05, MCPI_11, MCPI_16 e
MCPI_26) utilizados, para confirmacdo da hibridacdo, foram capazes de discriminar a
populacdo F1 de seus parentais: os individuos da populacdo F1 apresentaram apenas os alelos
do genitor feminino (BRS Opara) e do genitor masculino (Pérola).

Na fenotipagem das populacdes Fi1, F- e dos parentais para o padréo externo de listras
do fruto, observou-se que: 0s parentais estavam em homozigose para esta caracteristica, uma
vez que, 100% dos frutos avaliados da cv. BRS Opara apresentaram padrdo de listras
claramente definidas e 100% dos frutos da cv. Pérola exibiram padrdo de listras difusas; na

populagcdo Fi1, 100% dos frutos apresentaram padrédo de listras claramente definidas e na
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populacdo F2, 150 (75%) dos frutos apresentaram padrdo de listras claramente definidas e 50
(25%) de padréo difusas (Figura 2). Os valores observados na avaliacdo dos frutos na
populacdo F> sdo exatamente iguais aos valores esperados para uma caracteristica monogénica
e dominante. O estudo da hereditariedade genética realizado na populacdo F» para padrdo de
listras em frutos de melancia indicou que a presenca de listras claramente definidas é
condicionada por um gene dominante, segregando na proporgéo 3:1.

Dos 116 marcadores microssatélites analisados, apenas 12 foram polimoérficos entre os
parentais da populacdo em estudo. Na analise dos 10 individuos da populacdo F», apenas dois
pares de “primers” apresentaram o padrdo alélico esperado com presenca de alelo nos
individuos de frutos com padrdo de listras bem definidas e auséncia nos de frutos com padrédo
de listras difusas. Os pares de “primers” foram: MCPI_05
(ATTTCTGGCCCCAGTGTAAG/GAACAACGCAACCACGTATG) e MCPI_16
(TGCTCAATCCACCCTTTCTC/AAAAACAGCAACTCTCCCATC), desenvolvidos por
Joobeur et al. (2006). Na genotipagem dos 200 individuos da populacdo F» utilizando estes
marcadores, observou-se presenca de alelo nos individuos de frutos com padrdo de listras
definido e auséncia desse alelo nos individuos com padrao de listras difusas (Figuras 3 e 4).

As andlises feitas no JoinMap 2.0, mostraram que 0s microssatélites MCPI_05 e o
MCPI_16 estdo ligados ao gene responsavel pelo padrdo de listras de frutos de melancia a
uma distancia de 1,5 e 1,8 ctM com LODs ‘score’de 39,28 e 38,11, respectivamente.

O “blast” das sequéncias dos dois pares de “primers”, ligados ao padréo de listras de
frutos de melancia, e de seus produtos de PCR, feito no genoma da melancia disponivel em:
http://www.icugi.org, mostraram que o gene relacionado com o padréo de listras em frutos de
melancia estd no cromossomo seis e que os dois marcadores em questdo, estdo muito

proximos um do outro e de alguns genes preditos no trabalho de Guo et al. (2013)

3.4 DISCUSSAO

Os resultados da obtencdo de populacdo Fi e F. indicam que o método de PMC,
descrito por Dias et al. (2001) é eficaz para a realizacdo de cruzamentos de melancia, em que
0s genitores devem ser controlados e livres de contaminagdo por polen de outros genotipos.

Os marcadores microssatélites MCPI_04, MCPI_05, MCPI_11, MCPI_16 e MCPI_26,
utilizados, para confirmar a hibridagdo entre as cultivares BRS Opara e Pérola podem ser
usados como ferramenta na identificacdo e em analises de parentesco de hibridos de melancia

envolvendo essas cultivares. Além disso, tais marcadores, também podem ser utilizados para
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distinguir a ‘BRS Opara’ do hibrido obtido neste trabalho, uma vez que ambos possuem
resisténcia ao oidio e frutos com padrdo de listras claramente definidos. Vale ressaltar que
apesar do hibrido apresentar uma tonalidade no verde da casca um pouco diferente, ndo é
possivel distingui-los, com absoluta certeza, utilizando apenas descritores morfoldgicos, uma
vez que a intensidade de coloracdo da casca pode ser influenciada por fatores ambientalis.
Desse modo, se um fruto ficar muito exposto ao sol, a intensidade de coloracdo da casca sera
diferente de um fruto que fique bem protegido, pela folhagem da planta, dos raios solares.
Com a utilizagcdo de marcadores moleculares a selegdo do padrdo externo do fruto pode ser
feita antes mesmo da fase de frutificagdo, ainda na fase de plantula. A ampla utilizagdo desse
marcador em estudos genéticos, inclusive em testes de paternidade, deve-se ao fato de serem
co-dominantes, multialélicos, altamente reprodutiveis e de ampla resolugéo (Varshney et al.,
2005; Oliveira et al., 2006).

Os resultados obtidos na fenotipagem das populacdes F1, F2 e de seus parentais para o
padrédo de listras dos frutos de melancia, se ajustam a segregacdo mendeliana de 3:1 (listras
claramente definidas: listras difusas) com dominancia do gene que confere padrdo de listras
claramente definidas. Com isso, pode-se verificar que a heranga dessa caracteristica é
monogénica e dominante.

Na genotipagem da populagdo F, para padrdo externo de frutos de melancia, usando os
marcadores microssatélites MCPI_05 e MCPI_16, verificou-se que estes estdo intimamente
ligados ao locus que confere a caracteristica do padrdo de listras em frutos de melancia. Esses
marcadores podem ser utilizados na selecdo assistida por marcadores para selecionar essa
caracteristica em frutos de melancia, ainda na fase de plantula, ndo sendo necessario esperar
até a fase de frutificacdo para selecionar o padrdo de fruto desejado e com a vantagem de
poder identificar os individuos homozigotos e 0s heterozigotos para essa caracteristica. Tal
fato gera economia de tempo, espaco e dinheiro, uma vez que, permite ao melhorista levar
adiante no programa de melhoramento apenas as plantas que apresentem a caracteristica de
interesse.

Existem poucos trabalhos associando marcadores moleculares a caracteristicas
fenotipicas em melancia. Lin et al. (2009) identificaram um marcador RAPD (“Randomly
Amplified Polymorphic DNA”)ligado a resisténcia ao Fusarium oxysporum f. sp. niveum e a
partir deste, desenvolveram um marcador SCAR (“sequence-amplified characterized region”),
que segundo esses autores, € capaz de identificar de forma rapida e segura gendtipos de
melancia resistentes e suscetiveis ao fusario. Wechter et al. (2008) estudaram a expressao

génica durante o amadurecimento do fruto de melancia em trés estadios: polpa verde (inicio
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do desenvolvimento), polpa rosa (inicio da maturacdo) e polpa vermelha (fruto maduro),
utilizando “microarrays” e identificaram genes possivelmente relacionados com os eventos de
amadurecimento do fruto. Prothro et al. (2012) identificaram um QTL, denominado M-QTL
no grupo de ligagdo 2 como candidato para a sele¢do assistida por marcadores para tamanho
de sementes de melancia.

Trabalhos envolvendo marcadores moleculares associados a caracteristicas fenotipicas
também tém sido desenvolvidos em outras Cucurbiticeas como meldo e pepino. E possivel
encontrar, na literatura, trabalhos associando marcadores moleculares a caracteristicas
fenotipicas, tanto para resisténcia a doencas, quanto para diversas caracteristicas de frutos

Liu et al. (2010) analisaram 700 combinagdes de “primers” SRAP (“Sequence-related
amplified polymorphism”) e identificaram uma marca ligada ao gene que confere resisténcia
ao Podosphaera xanthii que acomete o meldo, na China, a uma distancia de 3,9 cM. Estes
autores clonaram, sequenciaram e converteram esse marcador em SCAR. Os autores afirmam
que esse marcador pode ser utilizado na selecdo assistida por marcadores no desenvolvimento
de cultivares de meldo visando resisténcia ao P. xanthii.

Meng et al. (2012) analisaram 130 plantas de uma populacdo F», oriunda do
cruzamento de dois genotipos de pepino, B-2-2 (formato do fruto longo) e Y-3 (formato do
fruto redondo) e identificaram marcas de marcador SRAP ligadas ao formato do fruto em
pepino. Napier et al. (2009) identificaram marcador molecular RAPD, em frutos de meldo
com coloracdo de polpa laranja, ligados a QTL (“Quantitative Trait Loci”) para alto teor de
Beta-caroteno.

Os estudos associando caracteristicas fenotipicas a marcadores moleculares em
melancia estdo apenas comecando. Com a disponibilizacdo do genoma desta cultura por Guo
et al. (2013) vaérias outras caracteristicas de interesse poderdo ser associadas a marcadores
moleculares, tais como o teor de sélidos soluveis, a coloracdo de casca e de polpa, a
produtividade, a acidez, a precocidade, a resisténcia a doencas e pragas, dentre outras. Os
marcadores microssatélites MCPI_05 e MCPI_16, identificados neste trabalho como ligados
ao padréao de listras em frutos de melancia, possibilitam a utilizacdo dos mesmos na selecéo
assistida por marcadores para desenvolvimento de cultivares dessa cultura. Além disso, a
identificacdo do cromossomo em que esses marcadores se localizam permitird um estudo mais
aprofundado dos genes que se encontram proximos a esses marcadores e que, possivelmente,

séo relacionados com o padrado de listras em frutos de melancia.
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Figura 1. Frutos da cultivar BRS Opara (padrdo de listras claramente definidas) e da cv.
Pérola (padréo de listras difusas). Petrolina-PE, 2012.

Figura 2. Frutos de populagdo F», oriunda do cruzamento entre as cultivares BRS Opara e
Pérola. Petrolina-PE, 2012.
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Figura 3. Padrdo alélico da cultivar BRS Opara (frutos com listras bem definidas), da cv.
Pérola (frutos com listras difusas), da F1 e de 200 individuos da popula¢do F> oriunda do

cruzamento entre essas duas cultivares utilizando o marcardor microssatélite MCPI_05,

associado ao padrao de listras de frutos de melancia.
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Figura 4. Padrdo alélico da cultivar BRS Opara (frutos com listras bem definidas), da Ccv.

Pérola (frutos com listras difusas), da F1 e de 200 individuos da populagdo F. oriunda do
cruzamento entre essas duas cultivares utilizando o marcardor microssatélite MCPI_16,

associado ao padrao de listras de frutos de melancia.
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4. CONCLUSOES GERAIS

1. Os marcadores microssatélites MCPI_04, MCPI_05, MCPI_11, MCPI_16 podem ser
utilizados para confirmacdo de hibridacdo em cruzamentos que envolvam as cultivares Pérola
e BRS Opara.

2. A resisténcia ao oidio em ‘BRS Opara’ € monogénica e dominante com segregacdo 3
resistentes: 1 suscetivel.

3. Os marcadores microssatélites MCPI_11, CYSTSIN e BVWS02441 estdo ligados a
resisténcia ao oidio em melancia, a uma distancia de 2,6 cM com LODs ‘score’ de 31,42,

4. O padrédo de listras em frutos de melancia é monogénica e dominante com segregacédo 3
frutos com listras claramente definidas: 1 fruto com listra difusa.

5. Os marcadores microssatélites MCPI_11, CYSTSIN e BVWS02441 podem ser utilizados
nos processos de registro e certificacdo da cultivar BRS Opara e de outras linhagens do
programa de melhoramento genético de melancia da Embrapa Semiarido que tiveram o0s
mesmos parentais que a BRS Opara.

6. Os marcadores microssatélites MCPI_05 e MCPI_16 estao ligados ao padrédo de listras de
frutos de melancia a uma distancia de 1,5 e 1,81 ¢cM com LODs ‘score’de 39,28 e 38,11,
respectivamente.

7. Os marcadores microssatelites ligados a resisténcia ao oidio e ao padrdo de listras em
frutos de melancia revelados neste trabalho, poderdo ser utilizados em programas de
melhoramento de melancia realizados por instituicGes de pesquisa, publicas e privadas. Dessa
forma, espera-se acelerar o processo de desenvolvimento de novas cultivares, uma vez que a

selecdo podera ser feita ainda nas fases iniciais de desenvolvimento da planta.
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Anexo A. Lista dos 116 marcadores microssatélites que foram analisados nos dois capitulos

desta tese.

Nome Sequéncia do primer (5'-3")

MCPI-03 2 GCATAAACCACCTGTGAGTGG/ATGGCTTTGCGTTTCATTTC
MCPI1-04 @ AGCAAATGCATGGGGAAAAC/TGTTGAATGGAGGCTTTGAG
MCPI-05 @ ATTTCTGGCCCCAGTGTAAG/GAACAACGCAACCACGTATG
MCPI-07 @ GGTTATGGCCATCTCTCTGC/GAGAGTGGGCGTAAGGTGAG
MCPI-09 @ TCAATTCCAATCATCCATCC/TAATGGCCGGACTTTATGC

MCPI-10 @ GATGATTTGTTTGTTCTGATCTTTG/AAACCATCACTGAGAACAAAAGG
MCPI-11 @ GAGCAGGGGAGAAGGAAAAC/CCAGTAGCTTTTTCCGATGC
MCPI-12 2 GGAGTAGTGGTGGAGACATGG/TCCTTTCTCTTTCGCAAACTTC
MCPI-13 @ TTCCTGTTTCATGATTCTCCAC/TCAGAATGGAGCCATTAACTTG
MCPI-14 @ TCAAATCCAACCAAATATTGC/IGAGAAGGAAACATCACCAACG
MCPI-15 @ GCAAAATGCAACTGTTTATCG/CCATTATGATTTCAATCAATCTCC
MCPI-16 2 TGCTCAATCCACCCTTTCTC/AAAAACAGCAACTCTCCCATC
MCPI-17 @ CAGAAATTTTGAATAACGCCAAC/TGACTGCATTAGGGTAGAAACG
MCPI-18 @ CCGAAGCAAGATGGTTTTC/AAACCGATATGCCTGTCTGC

MCPI-20 2 GATCTCCTCAAAGCCTTACCG/CGGATCCGATAATCTGCTG

MCPI-21 @ AAAGTTTTCATGCCAACGTATC/TCAGCCAATATGGTCAAATAGC
MCPI-23 @ CCACCGACTTGCTTTTCTTC/TGTCACCATTTGAACCAAGG

MCPI-24 @ GAACTTTCAAATTTACAACAACAAAC/CAATTTAATCCCTTCCATGC
MCPI-25 @ TACCTCAGTCGACGCTGTTG/GATTTGTGTGGAACCCAAGC

MCPI-26 @ CAGAGGAACGAGAGGGAGTG/GGGGAGCCCATATTTTAACC
MCPI-27 @ GGGAAATTAGCCCTTTTGTTG/AATGGATGGGATCGTGCTAC
MCPI-28 @ AATGTTAAGCAGTAAGCACATGG/ACACCGGAGAAGGTGAATTG
MCPI-29 @ CACAATCAAGGAAGGTTCAGC/TGAGCAAGCCAACAGAAGTG
MCPI-30 @ GCTTTGAAGTTTGTTTAATTTTAGTCC/CGCCTCACGCTCTCTCTAAC
MCPI-31 @ TAACCGTCACCAACCCATTC/TCCAAAATTGGTCGGATTTG

MCPI-32 @ AAGGCTGCAGAGACCATGAC/AATGATGAAGAACGGGCAAG
MCPI-33 @ CGTCATTTGAGAGCATTGGA/TCCAATTTTGTTTAGTGACATAGAGTGC
MCPI-34 @ CCAAATTGGACCAGAACCAC/AAGCCGTCAGTCTCGGTTAG
MCPI-37 @ AATCTTCCCCATGCCAAAAC/GACTTCCAAACCCTCCCTTC

MCPI-39 @ AGGCCCAAAACCTAACTTGC/CTTTTGCCCTCGCTCTTTC

MCPI-40 @ AAAAATTTGAAAATTAGGTGAGGAG/TTTTGACTAGGTGTACACTACCTTTG
MCPI-41 @ AGGTGGTATGTCGCTCATCC/GTGGGAGATGTGTGAGCTTG
MCPI-42 @ TGCTTAAACCTCCGTTCTGG/ATTTTCTTCAGCTGCGTTCC

MCPI-44 @ ATTCAAAACGCAAGGGTCAG/ATCAGGGGTACCACCTCCTC
MCPI-46 @ CAAACAAAAACTTAGGAACTAGATTG/TTAGCCATGAGGCGTGTACC
MCPI-47 @ TTGCCATTGAAATTTTGAGAAG/TCAAATTTTGTTTCTTGGAAATG
C.l.1-06° CACCCTCCTCCAGTTGTCATTCG/AAGGTCAGCAAAGCGGCATAGG
Cl1-12° GCCTTTGAAAGAGAGTTGCTCG/GCGCGTCCCTTTTTACCA
C.l.1-20" CGCGCGTGAGGACCCTATA/AGCAATTGATTGAGGCGGTTCT

Continua nas préximas paginas



Anexo A. Continuagéo...

Nome Sequéncia do primer (5'-3")

Cl. 1-21° ACCCTCGCTGCTGTTATTCA/TGTCCCACCCAACATTTCATT
C..2-23° GAGGCGGAGGAGTTGAGAG/ACAAAACAACGAAACCCATAGC
C.l.2-61° TTCTGCTCAGTTTCTTCCTAAT/CATCCTCAAAAAAAGGCTAAG
C.l. 2-40° CTTTTTCTTCTGATTTGACTGG/ACTGTTTATCCCGACTTCACTA
PEX5 ¢ GAATAATTGCATCTTTTGGC/AGAAGATTCGTACATGGAGC
ADPGPS © ACCACAACACAACACAACAC/AAGCTTTGCATTTACTTCCA
SAT2°¢ AGATTGACAACACATGCAGA/TTTTGCTCATCCTACGAGAT
SAT3® TGAGAGGAAAGGAACCATAA/GTCTCTTGCAAAGCTCAAACT
WM403 ¢ AAGACGACCGTCAATACAAC/GGAGGGAGAAAGTGTCTTTT
CYSTSIN © ATTTTCTTGCTTCAAATGGA/ATAAGCAAAAGCATCGAAAG
URF ¢ AGCAGCACCTTGTCTTGTAT/CACAGATCCCACTCAATCTT
MITODIXI ¢ ATCTGTCAAGATCACGAAGG/TGGGAAATAGGAAACGTAGA
WGA3H ¢ CGATAATCGACTTTCTCGAC/GCTTCTTAGCATCATCAACC
Wsus® ATGAGTGAGAAAGCTTGGAA/AATACTCCAATTGATGACGG
EST0069° CCAAACCCTTCTCTTTCTTT/AAGGAGGTGAGTGAAGGTG
EST00680° CCTTATCTCAACTCTTTTCGGA/AGGATTGGGCTTGATTGTTG
EST00675 ° CTTCCTTTCTCTTCATTCCC/ITGAGGGAAAACGAGTTTAGA
EST00674¢ CTGCCTCTTGAATTCTCATC/AAATCCGATTAAATGCGTTA
EST00667° ATTGACTCTGATTCTCCCG/GGAGGAAGATCAAAAGAACC
EST00644° GAGAGAGAGAGAGAGAGTGTGC/GATAAGGAAGAGGGAGAGGA
EST00507 © CTTGTTTTCTTTTTCGATGG/ATTAGATGGATGGTGTCAGC
EST00612 ¢ ATGGAGATCCAACTTTTGTG/ATAACCTGGAAAAAGCCGTA
BVWS01116¢  TGGCTTGAATTTTGGAAACC/GAGCTTCCACACCTGAATTTT
BVWI00072¢  CCCAATGTACTCTTGCATGG/CAAGCACTTGGGTCAAAACA
BVWS00255¢  AGCATGAGAGTCCTCACCAAAGAC/TTAGAGAGGAGACCAAACTTGCCA
BVWS02029¢  GTATGGGGGAAGAGGAGAGG/TTAGCTTCCAAACAGGCAGC
BVWI00349¢  ACACACACACACAACTGCGA/CGACACATGCAAGCCACAATA
BVWS02248¢  GGATGGATTGAACACGATGGC/TGCGTTGGGGAACTTGCTTG
BVWS02388¢ CGACCTTCCCCCATTCTATT/CATGGAAGTCCACTGCATTAAA
BVWS01426¢  CATTTCTGCCCATCAACACA/CCGACACAAAATCAACCACA
BVWS01767¢  GGAAATTTTGGGGCAATTTT/TTGCATCCCAAGACATATTCA
BVWS01965¢  AGAAGCTGAGCTGGTTTTGG/TTGCACATAAATCCACTCTATGC
BVWS02249¢  CCGAAGTGAAAGGAAAGGAT/AGTCAAAGAGGCTGAAACCC
BVWS00244¢  GCTACAAGAAAGCAGTTTGGATTTTC/GCATGGATTGTATCAAACAAATGCT
BVWS01728¢  CGCTGCTACGTCCTCTTACC/TGCCCAAGAATAATGACGAA
BVWS00911¢  GCGTTACCCAAATTTTCAGG/AAGAAGGAACACGTGGGTTG
BVWS02202¢  AATGAATTAAATTTCTTCGAAAATG/TGTTGATAAATTATGGACCTTTTG
BVWS02416¢ AGGGCTGCCTAGTTCACAAA/TCCATAGTTAGGCAGAAAAGCA
BVWS01450¢  TGATCCTCCCTTATGCCAAC/AGAGCCTAGCACACGTCCAT
BVWS02428 ¢  TTGGATGGGGAACTGAAGAG/GGCATGAACTTCTTTCACCC
BVWS02366¢ TTTCTCCACACTTCTCTCTGGA/GAAAGGCATCAATGGAGGAA

Continua na préxima pagina
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Anexo A. Continuagéo...

Nome Sequéncia do primer (5'-3")

BVWS00241¢  AAGAAACCTCCAGAACAGCTACCC/AGAGCAGGCACACAAACAATACAA
BVWS02335¢  ATCCAAATGCTTGTTCCGTC/TAACTAGCCGGCATCTGACC

BVWS00339¢  TTGTTTCCTGGGAATCCTTTTTCT/TCACTCTTGTCTGGCCTTTAAGAGA
BVWS01067¢  CCTGATCTATTGCCTAGTGATAGAAG/TGGAAAACGAAAGTTGTCAAAA
BVWS00658¢  TTAGCCTAAGCAAGGGTTTTT/AAGTACACATTTTAAACAATCAATCCA
BVWS02447¢  CAGAGGAACGAGAGGGAGTG/GGGGAGCCCATATTTTAACC
BVWS01050¢  GAATTTGCTTCAGCCTTTGG/TTCATTTCTAGGTTGGTTTTAAGATTT
BVWS02384¢  TCCAAGTGGCTTGCTCTTTT/TCTCAACCTCAAATTCCGAGA
BVWS02424¢  ACAGCGTTACTGCCGTCTCT/TCCTCCTTCGTCTTCCTTCA

BVWS01562¢  GGAGATGGTCATGGAAGCAT/TGGCCACTCAACTTCACAAG
BVWS01358¢  CCCTATTGCCTATTTTTCTCAA/AAATTTGTGCTCTTCGTGGG
BVWS00119¢  TCAATCAATGAAGAATTGGAGAGAAA/CATCCAATGACCATTTTTAAACCA
BVWS01377¢  GACAAAATGGATCTACAATAGAAACGGCTTTTTAGGCACGAAACCA
BVWS02045¢  AGGAACGAGGCGAGTAGACA/CATTCTTCCTTCTTCCCCG

BVWS01724¢  AAAGGTGCGTTTGGTAGTTGA/TTGAACGGTGGAACAAAAAG
BVWS01149¢  GGAGGCAACTGTTTCTGTGC/CGATTTTAAGCTATTGGTTTGG
BVWS02332¢  AACACTTGATTGCGGACACG/AAGCCAACAAATAAATGAGC
BVWS00991¢  TACATGCAGGCATGACCCTA/TTGAAAATGGATTTGATGTTGC
BVWS02430¢  TAAAATTGTGGGACGTGCTG/TTGGAAATGCCAAACGCT

BVWS00373¢  AAGTGCCACTCGAAGCAACATAAC/CGCCATTTTTCTTTTTCTTCTCAA
BVWS02009¢ TGGAATCAGAAGATGGAGGG/GCCTTGCAGAGAGAACCAAG
BVWS00193¢  CAATGGTGCTCAATTCAACAAA/ATACAAAACGTCACTTCACCCAAA
BVWS02377¢  CTGAGGTTCAATCCCGCATA/CTCCAATCCCAAGTCCTTCA
BVWS01133¢  CATCCACCTCAAACTTTAGAAACA/TTCTATTCCCGTCATTTCATTG
BVWS00567¢  GCGCTTCAAAAACCCTTAGA/TGCACGTATGTACGCAAAAA
BVWS00959¢  GAGGATAAAAGCGCATTCACA/TGCATGTATGTGGGCAATTT
BVWS00030¢  ATTTCGCCGAGTACACTGAAAATC/GTGAAAATCCACGAAGCTAACCAC
BVWS01136¢  TTGGTCATCAAGGGGGTTAG/AAAACTTGCATTCTCAATTTTCG
BVWS00844¢  CCCAATGTGAGAGGTGGTTT/ATGGATTGTGATGGCTGTGA
BVWS02397¢  GCTTCCGTTGCTACTTCTGG/GCACGCCACAATTACTTCCT

BVWI00294¢  CAGGAATCACCTGTTACCCA/CGAGAACTTATATTTACAACAACGATT
BVWS00288¢  TTGCCAACTTATCATGAAACAAAAA/AGAAACAATACAAAACCCAACCCA
BVWS00592¢  AGCATGGATAAAGCATGGGA/GACCGATTGATGGCTTTTTG
BVWS02443¢  AAAGTTTTCATGCCAACGTATC/TCAGCCAATATGGTCAAATAGC
BVWS02429¢  AAGGCAAGCCAAAGTCTCAA/ACACCCTGCAATTTCTGAGC
BVWS02449¢  AATGTTAAGCAGTAAGCACATGG/ACACCGGAGAAGGTGAATTG

aPrimers 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).



6. APENDICES

77



78

Apéndice A — Artigo publicado no Australian Journal of Crop Science.

Australian Journal of

Crop Science
AJCS 9(1):92-97 (2015) IS5N:1835-2707

Microsatellite markers linked to powdery mildew resistance locus in watermelon

Renata Natalia Candido de Souza Gamal*, Carlos Antonio Fernandes Sanmsz, Rita de Cassia Souza
Dias”, Rejanildo Robson Céindido de Souza“", Manoel Abilio de Q'ueir{iz‘l

'Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Programa de Pas-graduacio em Recursos Genéticos
Vegetais. Avenida Transnordestina, SN, Novo Horizonte, 44.036-900, Feira de Santana-BA, Brazil
:Emhmpa Semiarido. BR 428, KM 152, zona rural, caixa postal 23, CEP: 56.302-970, Petrolina-PE, Brazil
*Universidade de Pernambuco, BR 203, KM 2, s/n, Petrolina-PE, CEP: 56328-90, Brazil

4ITI\'EB, Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais, C. Postal 171, 48905-680, Juazeiro-BA, Brazil

*Corresponding author: renata.nataliai@hotmail.com
Abstract

Powdery mildew (Podosphaera xanthii) is one of the main foliar diseases that attack the watermelon (Citrullus lanatus) and other
cucurbits species. The objective of this study was to identify microsatellite markers linked to the resistance locus to powdery mildew
i a F; population of ‘BRS Opara’ (resistant) * ‘Pérola’ (susceptible). The parental plants, F, and F,, were phenotyped for resistance
or susceptibility to powdery muldew and 116 nucrosatellite markers were analyzed. Segregation data in the F, population
demonstrated that resistance powdery mildew 1s controlled by a single dominant gene. The nucrosatellites MCPL_11, CYSTSIN and
BVWS02441 showed linkage to the powdery nuldew resistance gene at 2.6 cM distance. They were located on chromosome two of
the watermelon genome. These markers can be used in the marker assisted selection in watermelon improvement programs and the
identification of the chromosome region. in which these markers wall facilitate future studies to identify the gene that confers
resistance to powdery mildew in watermelon.

Keywords: Assisted selection; Cirrullus lanatus: powdery mildew; resistance; SSR
Abbreviations: MAS Marker Assisted Selection. SSR._Simple Sequence Repeats. LOD_logarithm of the odds.

Introduction
The watermelon [Citrullus lanafus (Thunb.) Matsum & attacked. dry out and the plant enters senescence earlier,
Nakai] 1s grown all over the world and one of the mam reducing its productive period. It occurs in almost all areas
cucurbits grown. Brazl i1s the fourth largest producer of where watermelon is cultivated (Terao et al., 2010). In Brazl,
watermelon with a production of 2,198,620 tons in year 2011 the occurrence of a specific race of powdery nuldew that
(Agriarmal 2014). The majority of the cultivars used m Brazil infects watermelon was reported. Studies carned out by Reis
are susceptible to diseases, such as powdery mildew, and Buso (2004) and Reis et al. (2003) confirmed that no
alternaria, viruses and anthracnose. fungal isolate of melon. pumpkin or cucumber powdery
Powdery muldew (Podosphaera xanthii) 1s one of the main muldew was able to infect watermelon, and the obtained
foliar diseases of the watermelon and of other cucurbits. watermelon isolates were only capable of colomizing this
cultivated or wild. mn Brazil and in the world. In the United species. The same was observed by Cohen et al. (2000) 1n
States and Israel. powdery muldew became a limuting Israel. Inhentance of resistance to powdery mildew, found in
problem for the cultivation of watermelon around the year watermelon in Brazil. 1s of a monogenic dominant nature,
2000 (Dawis et al.. 2001; Cohen et al., 2000). However, 1n the with a segregation of three resistant and one susceptible gene
Brazilian northeast, powdery mildew has already been cited (Borges et al, 2002). However, in the United States, two
as one of the mam diseases that affected the watermelon distinct powdery mildew races were identified. W and 2W
crops simnce the late eighties (Souza et al., 1988). The fungus (Dawvis et al.. 2007; Tetteh et al, 2010), with monogenic and
that causes powdery mildew in watermelon 1s FP. xanthii multigenic inheritance of resistance, respectively (Davis et
(Castagne) Braun & Shishkoff [syn. Sphaerotheca fuliginea al_, 2002; Tetteh etal.. 2013).
auct. p.p.] (Jahn et al | 2002), which 15 an obligatory parasite The genetic mmprovement programs generally aim to
that shows physiological specialization. The symptoms incorporate alleles for traits related to befter fruit quality.
appear all over the aenal part of the watermelon, but the vield increase or resistance to pests and diseases. Resistance
leaves are affected the most. Initially, there is a white, dusty to powdery mildew, apart from reducing the use of
growth, which can be seen on the superior and inferior part of fungicides, makes a second crop of quality fruit wiable
the leaves. It starts on the oldest leaves and on the oldest because the plant does not suffer from the damage caused by
plants, i the fruting stage. which contributes to the the disease. The development of new watermelon cultivars
formation of fruits with a low content of soluble solids and of with desirable agronomic traits and resistance to powdery
an inferior quality. Furthermore, the leaves that are mmuch muldew through classic improvement techniques 1s quite slow
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and labonous.
nfluence.

Biotechnological techniques, such as molecular markers
pernut  selecting individuals based on thewr genotype,
independently from biotic or abiotic factors at any stage of
plant development. The identification of molecular markers
linked to phenotypic traits, such as powdery mildew, permits
a better understanding of inhented characteristics between
the progenies and the reduction of the number of ndividuals
to be examined posteriorly in the field (Bhering et al.. 2009).
In this way, marker assisted selection (WAS) tends to speed
up improvement programs because the selection can still be
done in the initial development stages of the plant. which
currently, 15 of findamental importance for the development
process of new cultrvars.

The nucrosatellite markers, also denonunated SSR (Simple
Sequence Repeats). consist of umits of about one to six
nucleotides repeated m tandem (Oliverra et al, 2006; Caixeta
et al, 2009). They have been developed for various cultivated
plant species and are rapidly substituting other types of
markers m various types of genetic studies, manly due to its
reproducibility. technical simplicity, the small quantity of
required DNA_ the low cost. great resolving power and high
levels of polymorphism (Caixeta et al., 2009).

Ren et al (2012) published a genetic map of the
watermelon. with genetic linkage groups highly saturated
with S5R markers. Guo et al. (2013) published the genome of
the watermelon, which together with the work of Ren et al.
(2012). will facilitate marker assisted selection and
identification of genes that are responsible for desirable
Agrononuc traits.

The objective of this study was to identify microsatellite
markers linked to the resistance locus to powdery muldew in
a F, population of ‘BRS Opara” = ‘Pérola” to assist
improvement programs for watermelon.

apart from undergomng environmental

Results
True Fyidentified by microsatellite markers

The used method of controlled hand-pollination was efficient
to obtain the F; and F, populations from the cross of the
cultivars BRS Opara x Pérola. free of contamination. The
five microsatellite markers (MCPI_04. MCPI_05. MCPIL_11.
MCPI_16 and MCPI_26) that used to confirm hybridization.
were able of discnmunating between the F, population and
parents. The mdividuals of the F, population showed alleles
from both the female parent (BRS Opara) and the male
parent (Pérola).

Powdery mildew resistance is conditioned by a dominant
allele

When phenotyping the F; and F; populations for resistance to
powdery mildew, we found that parents were pure lines for
resistance to powdery mildew. as 100% of the examined
plants of "‘BRS Opara” were found to be resistant and 100%
of the “Pérola’ plants were susceptible. In the F; population.
100% of the plants were resistant and in the F, population
158 (79%) of the plants were resistant and 42 (21%) were
susceptible (Table 1). The values observed for resistance and
segregation to powdery mildew in the F, population for in the
field mdicate that the resistance to the disease 1s governed by
a donunant segregation gene with a ratio of 3:1.
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Three microsatellite are closely linked ro powdery mildew
genes

The screeming was carried out with 116 pucrosatellite
markers developed for watermelon. Twelve primer pairs with
polymorphism among the parents (Table 2) were screened.
Among these, only three markers showed the expected allelic
pattern, with the presence of alleles in resistant individuals
and absence in susceptible mndividuals (Fig. 1). The three
markers were: MCPI_11 developed by Joobeur et al. (2006).
the CYSTSIN developed by Guerra-Sanz (2002) and
BVWS02441 developed by Ren et al (2012). These three
markers were selected to genotype the F, populations of 200
mdividuals, and only nine recombmnant individuals were
found by the quoted markers. The analyses of linkage done
m JomMap 2.0 showed that the mucrosatellites MCPI 11,
CYSTSIN and the BVWS02441 are lnked to powdery
muldew resistance gene i watermelon at a distance of 2.6
cM with LODs “score’ of 31.42. The blast search for the
sequences of the three primer pairs and its PCR. products was
done i the watermelon genome, available at
http:/'www.icugiorg. It showed that the gene related to
resistance to powdery mildew is located on chromosome two.
In addition. these three markers are very close together with
the following approximate distances: (1) MCPIL 11 to
BVWS02441 57 44 kb (2) BVWS02441 to CYSTSIN 33.82
kb, and (3) MCPI_11 to CYSTSIN 91 .26 kb. The analysis of
the mucrosatellite markers MCPI 11, CYSTSIN and
BVWS02441 in 17 commercial watermelon cultivars showed
that the cultivar ‘BRS Opara” (resistant to powdery nuldew)
has an allele that 1s different from all the other analvzed
cultivars (susceptible to powdery nuldew) in relation to the
three analvzed markers (Fig 2).

Discussion

The muicrosatellite markers MCPI 04, MCPI 05, MCPI 11,
MCPI_16 and MCPI 26, were used to confirm hybridization
between the cultivars. BRS Opara and Pérola. They can be
used as an identification tool in paternity analyses of
watermelon hybnds for these cultivars. In many cases, when
it is not possible to confirm hybridization. differentiating a
hybrid from its parents. or even confimung its paternity,
based only on morphological descriptors. molecular markers.
such as microsatellite markers. is an altermative.

The results obtamed from phenotypmg the F, and F,
populations and from its parents for resistance to powdery
muldew in watermelon, validate the Mendelian segregation of
3:1 (resistant: susceptible) with domuinance of a gene that
confers resistance to the disease. In this way, 1t can be
substantiated that the inhentance of resistance, i the used
source, 15 monogenmic and donmunant. These results are in
agreement with the results reported by Borges et al. (2002).
However, in South Korea, Kim et al. (2013) reported a source
of resistance to powdery mildew, race 1 W, as monogenic and
partially dominant. On the other hand. m the United States.
Davis et al. (2002) confirmed that resistance to race 1| W is
multigenic. It is not possible to confirm whether these are
different races. if there is some kind of speciation of this race
that depends on the locality, or for being sources of different
resistance. They behave in a different way in relation to the
type of mheritance of resistance to the pathogen. Apart from
bemng hinmuted, the available data suggest that the geographical
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Table 1. Number of analyzed plants for powdery muldew for resistance and susceptibility in BRS Opara. Pérola cultivars and

population F; and chi-square test n F, of watermelon population.

Resistance or susceptibility to powdery muldew

Genotypes Number of analyzed plants Resistant plants Suscepiible plants
BRS Opara 30 30 (100%) 0
Pérola 30 0 30 (100%)
F,(BRS Opara x Pérola) 100 100 (100%) 0
F, 200 158(79%)" 42(21%) ¥
s Non-significant at 5% probability by the Chi-square test.
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Fig 1. Allelic pattemn of the cultivar BES Opara (resistant). of cv. Pérola (susceptible). F, and of 30 individuals of the F, population
(40 resistant x 10 susceptible) using three nucrosatellite markers (MCPI_11. CYSTSIN and BVWS02441) associated with powdery

mildew mn watermelon.

distribution of races is complex and mutable over time
(Mohamed et al.. 1995). However., the best region to select
sources of resistance for some plant disease and to develop
programs for genetic improvement with the objective of
transferring resistance to cultivars of interest. are those
regions where the host grows naturally or where it is grown
for centuries, which permuts only the survival of hosts that
are resistant to the pathogen.

With genotyping the F, population for resistance to
powdery mildew using microsatellite markers. the results
showed three SSRs markers (MCPI 11, CYSTSIN and
BVWS02441) capable of identifying the presence of alleles
m resistant plants and absent i susceptible plants. These
microsatellite markers identified only nine recombinant
mdividuals m a population of 200 individuals. The genetic
basis of linkage mapping is the genetic recombination,
resulting from crossing over between homologous during
meiosis.  Genetic  recombination 15 measured by
recombination fraction, which is the ratio of recombinant
gametes to total gametes. The closer together on the same
chromosome are two loci, the less recombination between
them: the further apart. the more recombination (Liu, 1997).
The analyses of linkage done in JoinMap 2.0 showed that the
microsatellites MCPI 11, CYSTSIN and the BVWS02441
are linked to  powdery nuldew resistance geme 1n
watermelon at a distance of 2.6 ¢cM with LODs “score” of
31.42. This means that these markers are very close to the
allele that confers the resistance to powdery mildew in
watermelon. Therefore, they are suitable for bemng used m the
marker assisted selection for resistance to powdery muldew
and considerably accelerate the genetic improvement
programs of watermelons of vanous research mstitutions that
are trying to achieve resistance to powdery mmldew.

Molecular markers. when associated with phenotypic
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characteristics. such as resistance to powdery mildew, can
speed up the mmprovement programs. Alpuerto et al. (2009)
estimated that, with the use of marker assisted selection
rice mmprovement programs for tolerance to salimty and
phosphor deficiency. there was a reduction of 3 to 6 years for
the development of a new cultivar in comparsen io
conventional mmprovement.

The results of the validation of the nucrosatellite markers
MCPL_11. CYSTSIN and BVWS02441 remnforce the use of
these markers in assisted selection aiming to achieve
resistance to powdery mildew. Omnce these markers were
analyzed m 17 commercial watermelon cultivars (Fig 2). the
cultivar BRS Opara (resistant to powdery mildew) showed an
allelic pattern, distinct from all the other examined cultivars.
which are susceptible to powdery nuldew. Few studies have
been found m the literature that report markers associated
with phenotypic characteristics in watermelon. Kim et al
(2013) analyzed 5493 RAPD primers and identified one
marker (OP-R483) linked to resistance to powdery mildew,
race 1 W, at a distance of 3.6 cM. Subsequently, these authors
cloned the amplicon that was found with this marker and
converted to SCARI-F and SCARI-R. which corresponded
to the locus OP-5483. The sequences obtamned with OP-5483
and OP-R483 showed five single nucleotide polymorphisms
(SNP), which were used to develop the CAPs marker.

The comparison of the data from this study and the data
from the study by Kim et al. (2013) is difficult because
different sources of resistance are involved and the authors of
the latter study did not provide the primer sequence (OP-
R483). Therefore it 1s not possible to venfy whether the
microsatellite markers in their study and those that were
found m this study are in the same chromosome region.

Considering other economically mimportant crops, assisted



Table 2. Name and primer sequence of the polymorphic primers among the cultivars BRS Opara and Pérola.

Primer Name

Primer sequence (57-37)

MCPI_04° AGCAAATGCATGGGGAAAAC/TGTTGAATGGAGGCTTTGAG
MCPI_05° ATTTCTGGCCCCAGTGTAAG/GAACAACGCAACCACGTATG
MCPIL_11° GAGCAGGGGAGAAGGAAAAC/CCAGTAGCTTTTTCCGATGC
MCPI_16° TGCTCAATCCACCCTTTCTC/AAAAACAGCAACTCTCCCATC
MCPI_26* CAGAGGAACGAGAGGGAGTG/GGGGAGCCCATATTTTAACC
CYSTSIN® ATTTTCTTGCTTCAAATGGA/ATAAGCAAAAGCATCGAAAG
EST00680° CCTTATCTCAACTCTTTTCGGA/AGGATTGGGCTTGATTGTTG
BVWS00241° CAGAGGAACGAGAGGGAGTG/GGGGAGCCCATATTTTAACC
BVWS2447* CAGAGGAACGAGAGGGAGTG/GGGGAGCCCATATTTTAACC
BVWS01050° GAATTTGCTTCAGCCTTTGG/ TTCATTTCTAGGTTGGTTTTAAGATTT
BVWS02384 TCCAAGTGGCTTGCTCTTTT/TCTCAACCTCAAATTCCGAGA
BVWS01358 CCCTATTGCCTATTTTTCTCAA/AAATTTGTGCTCTTCGTGGG

*Primers developed by Joobeur et al. (2006); *Primers developed by Guerra-Sénz (2002); “Primers developed by Ren et al. (2012)
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Fig 2. Allelic pattern for three microsatellite loci CYSTSIN, MCPL 11 E BVWS02441, linked with resistance to powdery mildew,
examined m 17 watermelon cultivars. Cultivars: 1 = Mmipool, 2 = Pérola, 3 = Smle, 4 = BRS Soleil, 5 = BRS Kuvarah, 6 = BRS
Opara, 7 = Crimson Sweet. § = Crimson Select, 9 = Nova Crimson. 10 = Top Gun. 11 = Omarmu Yamato, 12 = Sugar Baby. 13 =
Fairfax, 14 = Emperor Charleston Bonanza, 15 = Charleston Gray, 16 = Peacock, 17 = Sunshade. Only BRS Opara cultivar 1s

resistant to powdery mildew:

selection by molecular markers has been well vused m
improvement programs, such as, accelerated development of
quality protemn maize hybnd through marker-assisted
introgression of opaque-2 allele (Gupta et al., 2013).

The great advances have been made n molecular studies m
watermelon, especially by providing the genome of this crop
(Guo et al., 2013). These authors made 1t possible to identify
the chromosome that suitable microsatellite markers
MCPI 11, CYSTSIN and BVWS02441can be located on.

Materials and Methods
Plant materials

A number of crosses were carnied out by means of controlled
hand-pollination (CHP), as described by Dias et al. (2001),
among two watermelon cultivars, contrasting for resistance to
powdery muldew: ‘BRS Opara’ (resistant) and ‘Pérola
(susceptible), to obtamn population F,. Samples of young
leaves were collected from each parent and stored in freezer
at -80 °C for extraction of DNA_ After harvesting of hybrid
frts from the cross, the seeds were washed and put to dry.
Subsequently, these seeds were sown in polystyrene trays and

kept m a greenhouse for 12 days. When the seedlings started
to develop, leaf samples were collected from F, mdividuals
for extraction of DNA and for confirmation of hybndization
by PCR. using microsatellite markers.

The seedlings from the F, population were transplanted to
an experimental field and self-fertilization was carnied out
durmg the flowenng stage by means of CHP to obtam
population F,. They were examined for resistance to powdery
muldew. After harvesting the fruits, the seeds were washed
and put to dry. Subsequently, a final field experiment was
carmed out to examine the resistance to powdery mildew by
using 10 plants of each parent. 100 plants of the F,
population and 200 plants of the F, population When the
seedlings started to develop, samples of young leaves were
collected from the F, population and conserved in a freezer at
-80 °C for extraction of DNA

Extraction of DNA and microsarellite analysis of the F s

DNA extraction of the leaves was done by using the 2x
CTAB protocol according to Doyle and Dovle (1990),
modified to: 7.500 and 10.000 rpm at the first and second
centrifugation, respectively; 2-mercaptoethanol at 2% and



mcubation at 60 °C for 30 mun for all the samples. The DNA
was resuspended in a Trns-EDTA buffer and treated with
RNAse to remove co-isolated RNA Quantification and
ntegrity analysis of the DNA was performed in agarose gel
at 0.8%, followed by storage of the samples in a freezer at -
20°C.

Five nucrosatellite markers. developed for watermelon by
Joobeur et al. (2006), were used (MCPI_04, MCPI_05.
MCPI_11. MCPI 16 and MCPI_26) for inclusion of
paternity and confirmation of the hybnids. These SSRs were
selected from the work by Gama et al. (2013) because they
showed PCR. products of different sizes for these cultivars.
The PCR reaction was done by following the protocol of
Joobeur et al. (2004) with some modifications for a final
volume of 12 pl., contaimng 50 ng of DNA_ 5 pM of each
‘primer . 0.1 mM of dNTP. 1.5 mM of MgCl,. 1x PCR buffer
and 0.75 umts of the Tag DNA polymerase enzyme.
Programming of the thermal cycler for amplification
consisted of: a) an mitial cycle of 94 °C for 2 mun, followed
by 30 cycles at 94 °C for 15s, at 56 °C for 30 s and at 72 °C
for 2 mun and a final cycle at 72 °C for 30 mun

Six pL of formamide denaturation buffer 98% (EDTA pH
8.0 10mM, 1 mg/ml of Xylene Cyanol and 1 mg/ml of
Bromophenol blue) was added to the solution from the PCR
reaction, followed by complete denaturation at 94 °C for 5
min in a thermal cycler and put on ice until applying in
polvacrylamide gel. Two and half pL of the denatured PCR
reaction was applied to the 6% polyvacrylamide gel The
electrophoresis camed out for approximately 3 h with a
constant power of 45 W. The gels were stained with silver
nitrate according to the procedure described by Creste et al.
(2001). It was observed if the hvbnids exlubited alleles from
both the female parent (BRS Opara) and the male parent
(Pérola).

Phenonping for resistance to powdery mildew of the Fy, F,
and parents

After the flowening period. powdery muldew inoculation was
carried out by using a suspension of sterile water and
powdery mildew from watermelons in a concentration of 10°
comdia/ml, adding a spreader sticker (“Tween 807). The
plants that showed 0-30 colonies of powdery muldew were
considered resistant and those that showed more than 31
colonies were considered susceptible.

Genotyping of the F, population for resistance to powdery
mildew, using microsatellite markers

Initially, a screening was done with 116 mucrosatellite
markers developed for watermelon (Jarret et al., 1996;
Guerra-Sanz, 2002; Joobeur et al., 2006, Ren et al., 2012). In
order to select the primers that show different sizes of the
PCR product among the parents, they were used to analyze
five ressstant and five susceptible mdrviduals from the F,
population to identify alleles that were present in the resistant
mdividuals and absent in the susceptible individuals or vice
versa. Subsequently, the primers that were capable to verify
this characteristic. were used to genotype the 200 individuals
of the F, population. The methodology that was used for
DNA extraction, PCR reaction vsing mmcrosatellite markers
and polyacrylanude gels was the same as was described
previously for the F; topic DNA extraction and microsatellite
analyses.
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Statistical analysis and identification of the chromosome
region of resistance to powdery mildew

The data were annotated taking ‘b” for the dominant ("AA")
and the heterozygote (‘Aa’) and “d’ for the recessive (“aa’)
mucrosatellite genotypes. The data that were obtamned by the
mucrosatellite markers and by wismal examunation of
resistance/susceptibility to powdery nuldew were submutted
to the chi-square test at 0.05 for verification of the Mendelian
of expected segregation for a trait monogenic and dominant
in a F, population of 3:1. The linkage analyses were done by
using the program JomMap version 2.0 (Stam and Van
Qotjen, 1993) and the values obtained by the recombination
frequencies were converted mfo maps of genetic distance
(centiMorgan) by using the Kosambi function (Kosambi,
1944).

A blast search was done for primer sequence and its PCE
products. linked to resistance to powdery muldew. in the
watermelon genome available at: hitp://www.icugiorg (Guo
et al.. 2013), to detemmine i which chromosomes these
primers are located.

Validation of microsatellite markers linked ro resistance to
powdery mildew

In the current study. three microsatellite markers linked to
resistance to powdery muldew were selected out of 116
markers. They were analyzed in 17 commercial cultivars of
‘Minipool”, ‘Pérola’, “Smile’, “BRS Soleal’. ‘BRS Kuarah’,
‘BRS Opara’. "Crnimson Sweet’, Crimson Select’. "Nova
Crimson”. ‘Top gun’. ‘Omaru Yamato . ‘Sugar Baby'.
‘Faufax’. “Emperor Charleston Bonanza®, “Charleston Gray'.
‘Peacock” and “Sunshade” watermelons. Among these. only
the cultivar "BRS Opara’ 1s resistant to powdery nuldew and
all the other analyzed cultivars were susceptible. The
resistant and susceptible genotypes ['BRS Opara’ (resistant)
x ‘Pérola’ (susceptible)] then used to create the Fy and F,
populations.

Conclusions

The mucrosatellite markers MCPI 11, CYSTSIN and
BVWS02441, are closely hinked with resistance to powdery
mildew genes and may offer support for watermelon
improvement programs with resistance to this disease and
other desirable agronomic traits. The identification of the
chromosome region, in which these markers are located, will
facilitate future studies to identify the gene that confers
resistance to powdery mildew in watermelon.
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ABSTRACT. Agronomic performance and external and internal
appearance of watermelon (Citrullus lanatus) fruit are important traits
that should be taken into consideration during the development of a
new cultivar, as well as being the principal identification elements
used by the consumer, which are based on the external appearance and
quality of the fruit. Exterally, the fruit can be characterized in terms
of the shape, the color of the lower rind, and the presence of grooves
and stripes, the stripes can be classified as clearly defined or diffuse.
The objective of this study was to identify microsatellite markers
linked to the stripe pattern of watermelon fruit to support watermelon
improvement programs, with the selection of this characteristic in
the plantlet stage. F1 and F2 populations, result of a cross between
the cultivars BRS Opara (clearly defined stripes) and Pérola (diffuse
stripes), were phenotyped for their fruit stripe pattern. The CTAB 2X
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protocol was used for DNA extraction and 116 microsatellite markers
were examined in a group of F2 plants that had fruit with well-defined
stripes and frut with diffuse stripes. The microsatellite loci MCPI 05
and MCPI 16 exhibited a linkage to the stripe pattern at a distance
of 1.5 and 1.8 cM, respectively, with LOD scores of 39.28 and 38.11,
respectively, which were located on chromosome six of the watermelon
genome. These markers can be used in marker-assisted selection in
watermelon improvement programs, by various research mstitutions.

Key words: Citrullus lanatus; Fruit external pattern; SSR;
Assisted selection

INTRODUCTION

The watermelon (Cirrullus lanatus) 1s a member of the Cucurbitaceae, and is cultivated
all over the world. There are various cultivars of this species, which differ from one another in
terms of the external pattern of the fruit, the color of the pulp, the level of soluble solids, the
yield, resistance to pests and diseases, and precocity, among other desirable agronomic traits. A
summary of these morphological traits is provided by Dias et al. (2010) and Gama et al. (2013).

During the development of a new cultivar, it is necessary to consider the possible
clients: producers, industry, and consumers (Borém and Miranda, 2013). According to Dias
et al. (2010), the cultivar Crimson Sweet (and similar types), which is American m orngin and
has a clearly defined stripe pattern, is the most cultivated in Brazil, and accounts for over 90%
of the consumer market. When selecting a cultivar for planting, the following should be taken
into consideration: the fruit that is preferred by the consumer market. its tolerance of transport,
the adaptation of the cultivar to the region, and its tolerance to disease and to physiological
disorders. Therefore, genetic improvement programs should have various goals, including re-
sistance to disease and pests, increased yield, and the external and internal appearance of the
fruit, since appearance is the consumer’s method of identifying the cultivar.

According to morphological descriptions of watermelons (Brazilian Ministry for Ag-
riculture), the external pattern of watermelon fruit can be characterized in terms of the shape
of the fruit, the color of the lower rind, the presence of grooves, the presence of stripes (well-
defined or diffuse), the intensity of the stripe coloration, and the width of the stripes. The
internal pattern can be characterized in terms of the thickness of the pericarp. coloration, and
the firmness of the flesh (Brasil, 2009).

Classic improvement techniques for the selection of the watermelon fruit pattern can
only be conducted during the fructification stage or during harvest, 40 and 80 days after sowing,
respectively. Biotechnological techniques, such as microsatellite markers, make it possible to
select individuals based on their genotype, independently of biotic or abiotic factors, and at any
developmental stage of the plant. In this way, the identification of molecular markers that are
linked to phenotypic traits, such as the stripe pattern of watermelon fruits, enables selection of
the desired external pattern of the fruit still in the seedling stage, as well as a better understand-
ing of the inheritance of the trait between progenies and a reduction in the number of individu-
als that have to be examined in the field (Bhering et al., 2009). Marker-assisted selection (MAS)
tends to speed up improvement programs, because selection can be conducted during the initial
stages of plant development, which is of fundamental importance for the development of new
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cultivars (Demore, 2008). Various molecular markers that are associated with different pheno-
typic traits permit MAS, and can add various traits of interest to a new cultivar.

Microsatellite markers, also known as simple sequence repeats (SSRs), consist of
units of approximately one to six nucleotides repeated in tandem (Oliveira et al., 2006; Caixeta
et al., 2009). They have been developed for various cultivated plant species and are quickly
replacing other marker types in various types of genetic studies, because of their reproduc-
ibility and technical simplicity. the small amount of DNA that is required, their low cost, their
great resolving power, and their high levels of polymorphism (Caixeta et al., 2009). Gama et
al. (2013) used 36 molecular markers to characterize 17 watermelon cultivars, and observed
the formation of two groups, one that contained cultivars that exlibited a diffuse stripe pattern,
and one that contamed cultivars that exhibited a well-defined stripe pattern.

The authors also found that for the markers MCPI-05 and MCPI-16, all the cultivars
that had well-defined stripe patterns had the same allelic pattern.

The objective of this study was to identify mcrosatellite markers linked to the stripe
pattern of watermelon fruit to support watermelon improvement programs, with the selection
of this characteristic in the plantlet stage.

MATERIAL AND METHODS
Plant material

Crosses were made by controlled hand-pollination (CHP), as described by Dias et
al. (2001), between two watermelon cultivars that had different stripe patterns on their fruit:
the ev. BRS Opara (well-defined stripes) and the cv. Pérola (diffuse stripes), to obtain the F1
population. Samples of young leaves were collected from each parent and stored in a freezer
at -80°C until DNA extraction. After harvesting, the fruits from this cross were characterized,
and the seeds were washed and dried. Seeds (F1) of one of these fruits were sown in polysty-
rene trays and kept in a greenhouse for 12 days. At the beginning of seedling development, leaf
samples of the F1 were collected for later DNA extraction and confirmation of hybridization
by polymerase chain reaction (PCR) analysis, using microsatellite markers.

Seedlings of the F1 population were transplanted to the Experimental Field of Em-
brapa Semmando, Petrolina, PE, Brazil. During the flowering stage, the autofecundation of
these plants was conducted by CHP to obtain the F2 population. After harvesting, the fruits
were characterized and the seeds were washed and dried.

A final field experiment was camed out, in which fruat from the parents of the F1 and
F2 populations were characterized in terms of their stripe patterns (well-defined or diffuse
stripes). One-hundred plants of the F1 population and 200 plants of the F2 population (the
seeds used were collected from a single fruit), as well as thirty plants of each parent, were
examined. During the mifial seedling development stage, young and mature leaf samples were
collected from the F2 population and stored in a freezer at -80°C until DNA extraction. During
this stage. no leaf samples were collected from the parents or the F1 population, because this
DNA had been extracted earlier.

DNA extraction and microsatellite analyses of the Fls

DNA extraction of the leaves was conducted using the Doyle and Doyle (1990)

Genetics and Molecular Research 14 (1): 269-276 (2013) EFUNPEC-EP www funpecrp.com.br



87

E.N.C.S. Gama et al. 272

CTAB 2X protocol, modified to 7500 and 10,000 rpm at the first and the second centrifu-
gations, respectively, and 2% beta-mercaptoethanol and incubation at 60°C for 30 min,
for all the samples. The DNA was resuspended in a Tris-EDTA buffer and treated with
RNAse to remove co-1solated RNAs. The quantification, and an integrity analysis, of the
DNA were carried out on 0.8% agarose gel, and the samples were subsequently stored in
a freezer at -20°C.

Five microsatellite markers were used (MCPI 04, MCPI 05, MCPI 11, MCPI 16,
and MCPI 26) and were developed for the watermelon by Joobeur et al. (2006), for the
inclusion of paternity and confirmation of the hybrids. These SSRs were selected based on
the study by Gama et al. (2013), because they exhibited PCR products of different sizes for
these cultivars. The PCR was conducted by following the protocol of Joobeur et al. (2004),
with some modifications: the total volume of 12 pL contained 50 ng DNA, 5 uM of each
primer, 0.1 mM dNTP, 1.5 mM MgCl,, 1X PCR buffer, and 0.75 U Taq polymerase DNA
enzyme. The programming of the thermocyecler for the amplifications was as follows: an
initial cyele of 94°C for 2 min, followed by 30 cycles at 94°C for 15 s, at 56°C for 30 s, and
at 72°C for 2 min, and a final cycle at 72°C for 30 min. Half of the volume from the reaction
and 98% formamide denaturation buffer (10 mM EDTA, pH 8.0, 1 mg/mL xylene cyanol,
and 1 mg/mL bromophenol blue) was added to the PCR solution, followed by complete de-
naturation at 94°C for 5 min in a thermocycler, then was immediately put on 1ce until use on
a polyacrylamide gel. The amplification products were separated on 6% polyacrylamide gel,
prepared on a glass plate of the sandwich type, with a capacity for sixty holes. A pre-run of
30 mun at 35 W was conducted before adding the PCR samples. Two-and-a-half microliters
of the denatured PCR on the 6% polyacrylamide gel was subjected to an electrophoresis cur-
rent that was maintained for approximately 3 h, with a constant potential of 45 W. A 50-bp
molecular-weight ladder (Fermentas) was charged at the lateral extremity of each gel. The
gels were stained with silver nitrate, in accordance with the procedure described by Creste
et al. (2001). To confirm that the obtained result of the cross between the cultivars was from
F1 plants, and was free of contamination, the hybrids were examined to ascertain whether
they only exhibited the allelic patterns of the parents.

Phenotyping for the stripe patterns of watermelon fruit in the F1 and F2
populations and the parents

Harvesting was conducted manually, 75 days after sowing. The fruits were identified
by the plant number, and taken to a barn where they were characterized in terms of morpho-
logical descriptors for the watermelon. The number of fruits with well-defined or diffuse stripe
patterns was recorded.

Genotyping the F2 population for stripe patterns on the fruit using microsatellite
markers

A total of 116 microsatellite markers developed for the watermelon were analyzed,
seven of which were developed by Jarret et al. (1996), 18 by Guerra-Sanz (2002), 36 by Joo-
beur et al. (2006), and 55 by Ren et al. (2012), in order to select those primers that exhibited
PCR products of different sizes among the parents. These were ten used to analyze five indi-
vidual fruits with well-defined stripe patterns and five with diffuse stripe patterns from the F2
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population, to identify alleles that were present in the individuals with well-defined stripe pat-
terns and absent in the individuals with diffuse stripe patterns, and vice-versa. After verifying
this characteristic with these thirty individuals, the selected primers were used to genotype the
200 individuals of the F2 population. The methodology used for DNA extraction, PCR, and
use of microsatellite markers and revelation of the polyacrylanude gels was the same as was
previously described for the F1 DNA extraction and microsatellite analyses.

Statistical analyses and identification of the chromosomal region of the stripe
patterns of watermelon fruit

The data were annotated for the presence (1) or absence (0) of alleles. The data ob-
tained by microsatellite markers and a visual evaluation of the fruit with well-defined or dif-
fuse stripes were subjected to a chi-squared test with the sigmificance set at P < 0.05, to venfy
the expected Mendelian segregation pattern of 3:1 in the F2 population. The linkage analyses
were performed using the JoinMap (version 2.0) program (Stam and Van Ooijen, 1995), and
the values obtained by the recombination frequencies were converted to maps of genetlc dis-
tance (in centimorgans) using the Kosambi function (Kosambi, 1944). ABLAST of the primer
sequence and 1ts PCR products was performed on the genome of this species, 1n relation to the
stripe patterns on its fruit.

RESULTS

The five microsatellite markers (MCPI 04, MCPI 05, MCPI 11, MCPI 16, and
MCPI_26) used to confirm hybridization were capable of discriminating the F1 population
from its parents: individuals of the F1 population only exhibited the alleles of the feminine
genitor (BRS Opara) and of the masculine genitor (Pérola).

During the phenotyping of the F1 and F2 populations and the parents for the external
stripe patterns on the fruit, it was found that the parents were homozygous for this character-
1stic, because 100% of the examined fruits of ev. BRS Opara had well-defined stripe patterns
and 100% of the fruits of cv. Pérola exhubited diffuse stripe patterns. In the F1 population,
100% of the fruits had well-defined stripes: in the F2 population, 150 (75%) of the fruits had
well-defined stripes and 50 (25%) had diffuse stripe patterns. The observed values of the F2
population are equal to those that were expected for a monogenic and dominant character.
The study of nheritance genetics carried out on the F2 population indicated that the presence
of well-defined stripes is conditioned by a dominant gene, which segregates at a ratio of 3:1.

Only 12 of the 116 microsatellite markers examined were polymorphic in the parents
of the population studied. During the analysis of ten individuals from the F2 population, only
two primer pairs exhibited the expected allelic pattern, with the presence of an allele m the
fruits with a well-defined stripe pattern and an absence of an allele in the fruits with a diffuse
stripe pattern. The primer pairs were as follows: MCPI 05 (ATTTCTGGCCCCAGTGTAAG/GA
ACAACGCAACCACGTATG) and MCPI 16 (TGCTCAATCCACCCTTTCTC/AAAAACA
GCAACTCTCCCATC), developed by Joobeur et al. (2006). During the genotyping of the 200
individuals of the F2 population, the markers revealed the presence of an allele in the fruits
with well-defined stripe patterns and the absence of an allele m the fruits with a diffuse stripe

pattern (Figure 1).
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Figure 1. Allelic patterns of the watermelon cultivars BRS Opara (fruits with well-defined stripes) and Pérola
(fruits with diffuse stripes) of F1 and of 50 individuals from the F2 population (38 with well-defined stripes and 12
with diffuse stripes), using two microsatellite markers (MCPI_05 and MCPI_16) that are associated with the stripe
pattern of watermelon fruit.

The linkage analyses performed using JoinMap 2.0 revealed that the microsatellites
MCPI 05 and MCPI 16 are linked to the gene responsible for the stripe pattern of watermelon
fruit at a distance of 1.5 and 1.81 ¢M, respectively, with LOD scores of 39.28 and 38.11,
respectively. The BLAST search of the two primer pair sequences and their PCR products
performed on the watermelon genome, revealed that the gene related to the stripe patterns on
watermelon fruit is located on chromosome six, and that the two markers in question are very
close to each other, and to some genes predicted by Guo et al. (2013).

DISCUSSION

The results for obtaining the F1 and F2 populations ndicate that the PMC method de-
seribed by Dias et al. (2001) 1s effective in obtaimning watermelon crosses mn which the genitors
have to be controlled and are free from pollen contanmnation by other genotypes. The mucrosat-
ellite markers MCPI 04, MCPI 05, MCPI 11, MCPI 16, and MCPI 26 could be used as iden-
tification tools in parentage analysis of watermelon hybrids, in crosses among the cultivars ‘BRS
Opara’ and ‘Pérola’. Furthermore, such markers could also be used to distinguish ‘BRS Opara’
from the hybrid obtained in this study, because both are mildew resistant and have a well-defined
stripe pattern. In addition to exhibiting a slightly different green skin tonality, it is also important
to point out that the hybrids cannot possibly be identified with absolute certainty by using only
morphological descriptors, because skin coloration can be influenced by environmental factors.
Using molecular markers, the selection of the external pattern of the fruit can even be conducted
before the fructification stage, at the plantlet stage. The frequent use of the marker m genetic
studies, meluding patermity tests, 1s due to the fact that 1t 15 co-dominant, multiallelic, ghly
reproducible, and has a high resolution (Varshney et al., 2005; Oliveira et al., 2006).

The results obtained from the phenotyping of the F1 and F2 populations and the parents
for the stripe pattern followed the Mendelian segregation of 3:1 (well-defined stripes:diffuse
stripes), with a dominant gene that confers the well-defined stripe pattern. Therefore, it can
be concluded that the heredity of this characteristic is monogenic and dominant. From the
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genotyping of the F2 population using the microsatellite markers MCPI 05 and MCPI 16, it
was revealed that these are intimately linked to the locus that confers the characteristic stripe
patterns on watermelon fruit. These markers could be used in MAS to select this charactenistic
in watermelons still in the plantlet stage. It is not necessary to wait until the fructification stage
to select the pattern of the desired fruit, and there is the advantage of being able to identify
homozygous and heterozygous individuals for this characteristic. Such considerations would
save time, space, and money. because they allow the breeder to include only those plants that
show the desired charactenistic for an improvement program.

Few studies have used molecular markers in relation to phenotypic traits in the water-
melon. Lin et al. (2009) identified a random amplified polymorphic DNA (RAPD) marker that
1s linked to resistance to Fusarium oxysporum f. sp niveum, and based on this, a sequenced
characterized amplified region (SCAR) marker was developed, which, according to the au-
thors, is able to quickly and accurately identify genotypes of watermelon that are resistant
and susceptible to Fusarium. Wechter et al. (2008) studied the genetic expression of the wa-
termelon fruit during maturation, in three stages: green pulp (start of development), pink pulp
(start of maturation), and red pulp (mature fruit) using microarrays, and identified genes that
are possibly related to the maturation events of the fruit. Prothro et al. (2012) identified a
quantitative trait locus (QTL), named M-QTL, 1n the linkage group (LG 2) as a candidate for
MAS for watermelon seed size.

Studies involving molecular markers associated with phenotypic traits have also been
developed in other members of the Cucurbitaceae, such as melon and cucumber. Some studies
have associated molecular markers with phenotypie traits, both for resistance to disease and
for various fruit traits. Liu et al. (2010) analyzed 700 combinations of sequence-related ampli-
fied polymorphism (SRAP) primers, and identified a marker linked to the gene that confers
resistance to Podosphaera xanthii, at a distance of 3.9 ¢M. L et al. (2010) cloned, sequenced,
and converted this marker into SCAR. The authors stated that this marker can be used in MAS
in the development of watermelon cultivars, in order to achieve resistance to P, xanthii. Meng
et al. (2012) analyzed 130 plants of an F2 population from a cross of two cucumber geno-
types, B-2-2 (long-fruit shape) and Y-3 (round-fruit shape), and 1dentified SRAP markers that
are linked to cucumber shape. Napier et al. (2009) identified a RAPD marker and an orange
pulp-coloration marker in watermelon fruit that are linked to the QTLs for the high level of
beta-carotene.

Studhes that associate phenotypic traits with molecular markers m the watermelon are
at an early stage. Following the characterization of the genome of this species by Guo et al.
(2013), various other traits of interest could be associated with molecular markers, such as the
soluble solid content, skin and pulp color, yield, acidity, precocity, and resistance to disease and
pests. among others. The microsatellite markers MCPI 05 and MCPI 16 that were 1dentified
in this study as being linked to the stripe pattern in watermelon fruit can be used in MAS for
the development of cultivars of this crop. Furthermore, the identification of the chromosome
on which these markers are located will allow a closer study of the genes that are found in the
proximty of these markers, which may be related to the stripe pattern of watermelon fruit.
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