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RESUMO

DANTAS, Ana Carolina de Assis. Caracterizagdo morfologica e molecular de
acessos de meldo coletados no nordeste brasileiro. 2011. 64p. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-
Arido, Mossoré-RN, 2011.

O meloeiro esta distribuido em todo o mundo, e é a espécie que possui a maior
variabilidade fenotipica do género, observada principalmente nos seus frutos.
Existe grande variabilidade que consiste em importante fonte de germoplasma para
programas de melhoramento. Portanto, o conhecimento da variabilidade genética
de espécies vegetais e como ela se distribui, proporciona o uso racional e
sustentavel dos recursos genéticos. O objetivo do presente trabalho foi realizar a
caracterizacdo morfolégica e molecular de acessos de meloeiro coletados no
Nordeste brasileiro. Foram avaliados 40 acessos e trés cultivares comerciais em um
experimento conduzido em blocos completos casualizados com duas repeticdes no
municipio de Mossor6-RN. A caracterizacdo morfoldgica foi feita através de 17
descritores, sendo um da semente, quatorze de frutos e dois da inflorescéncia. A
caracterizacdo molecular foi realizada pelos marcadores RAPD utilizando 18
primers e por microssatélites (SSR) com 15 primers sintetizados para Cucumis
melo. Verificou-se que os marcadores morfolégicos, RAPD e SSR foram
satisfatorios em permitir a deteccdo de polimorfismo entre os gen6tipos avaliados.
Os métodos de agrupamento de Tocher e o hierarquico concordaram parcialmente
nas caracterizagcbes morfologicas e moleculares. O marcador RAPD foi mais
discriminante em relacdo ao microssatélite pelo fato de agrupar os acessos em mais
grupos. O banco de germoplasma da UFERSA possui alta variabilidade genética
entre 0S acessos.

Palavras-chave: Cucumis melo, recursos genéticos, germoplasma, RAPD, SSR.



ABSTRACT

DANTAS, Ana Carolina de Assis. Morphological and molecular
characterization of accesses of melon collected in brazilian northeastern.
2011. 64p. Dissertation (M. Sc. in Agronomy/Phytotechny) — Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN-Brazil, 2011.

The melon plant is distributed worldwide and is the kind that has the highest
phenotypic variability of the genus, especially observed in its fruit. There is great
variability which consists an important source of germplasm for genetic
improvement programs. Therefore, the knowledge of the genetic variability of
vegetable species and how it distributes itself, provides the rational and sustainable
use of genetic resources. The objective of the present study was to do a
morphological and molecular characterization of accessions of melon plant
collected in brazilian northeastern. Were evaluated 40 accesses and three
commercial cultivars in a trial conducted in randomized complete block with two
repetitions in Mossor6-RN. The morphological characterization was performed
through 17 descriptors, one of the seed, fourteen of fruit and two of the
inflorescence. The molecular characterization was performed by RAPD markers
using 18 primers and by microsatellite (SSR) with 15 primers synthesized for
Cucumis melo. It was verified that the morphological markers, RAPD and SSR
were satisfactory to allow the detection of polymorphism among the genotypes
evaluated. The grouping methods of Tocher and the hierarchical partially agreed on
morphological and molecular characterizations. The RAPD marker was more
discriminating in relation to microsatellite by the fact of cluster the accesses in
most groups. The germplasm bank of UFERSA has high genetic variability among
the accessions.

Keywords: Cucumis melo, genetic resources, germplasm, RAPD, SSR.
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1 INTRODUCAO

O meldo (Cucumis melo L.) é uma hortalica conhecida e cultivada ha
varios seculos no mundo todo, bastante apreciada e com popularidade ascendente
no Brasil. Possui grande importancia e contribui significantemente para a geracédo
de empregos e para a economia brasileira, principalmente na regido Nordeste, uma
vez que esta tem a maior participacdo na produgdo e exportagdo da fruta. Em 2009
0 nordeste brasileiro foi responsavel por 95,8% da producdo nacional de meléo,
destacando-se os estados do Rio Grande do Norte (46,6%), Ceara (35%), Bahia
(10,5%) e Pernambuco (3,5%) (IBGE, 2009). Sendo o meldo a olericola de maior
destaque no Rio Grande do Norte (SILVA, 1999). As principais areas produtoras
nesses estados localizam-se na regido semi-arida e se concentram nos Agropo6los
Mossord/Assu (RN) e Baixo Jaguaribe (CE) (IBGE, 2009).

Dentro do género Curcubita, C. melo é a espécie mais polimoérfica, com
variacOes nos caracteres da planta, folhas, flores e frutos, sendo tal polimorfismo
maior em relacdo as caracteristicas de seus frutos, por apresentar diferentes cores
de polpa, cor de casca, aroma, formas e tamanhos (STAUB et al., 2002). Toda a
variabilidade existente no meloeiro tem sido conservada, preservada e utilizada em
programas de melhoramento genético em varios paises da Europa, Estados Unidos
e Israel.

O meloeiro apresenta excelente adaptacdo as condi¢Ges edafocliméticas
predominantes na regido Nordeste do Brasil, onde as condi¢fes de solo e clima
garantem o crescimento e desenvolvimento adequado das plantas. Essa regido
dispde de varias espécies de cucurbitaceas introduzidas hd muitos anos por
escravos e imigrantes. Essas espécies sdo cultivadas até hoje na agricultura de
sequeiro e subsisténcia em pequenos estabelecimentos agricolas, tendo originado
diversas cultivares tradicionais ou cultivares crioulas ou também denominada de
landraces (QUEROL, 1993). Além do Nordeste, no Rio Grande do Sul, que foi um
local de introducdo da cultura no pais, também existem variedades tradicionais

resultantes de inumeros ciclos de selecdo realizados durante geragbes por
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agricultores familiares (DELWING et al., 2007). Para evitar a perda desse rico
banco de alelos é necessaria a coleta do material e sua caracterizagao.

A caracterizacdo € wuma atividade primordial para geracdo de
conhecimentos sobre os germoplasmas conservados em bancos ou colecBes, por
permitir um melhor manejo dos acessos e fornecer subsidios para a conservacao e
preservacdo, bem como para a utilizagdo em programas de melhoramento. Nas
Gltimas décadas, o esforco inicial voltado para 0s recursos genéticos era quase que
exclusivamente dedicado a coleta de acessos em diversas espécies vegetais, porém
ja comeca a se deslocar para as fases de conhecimento do material coletado, como
a caracterizagdo, pois ja se dispde de um numero expressivo de espécies no mundo.
No entanto, a modesta utilizagdo do germoplasma conservado estd associada a
varios fatores, sendo um deles a falta de informacg6es sobre os acessos (PEETERS;
WILLIAMS, 1984; ROMAO et al., 1999).

No Brasil a conservacdo de germoplasma de meldo é realizada pela
Embrapa e por algumas universidades publicas. Nos bancos de germoplasma existe
variabilidade genética que consiste em importante fonte de alelos. Assim sendo, é
importante o conhecimento da variabilidade e como ela se distribui. Uma das
ferramentas para se obter este conhecimento séo a caracterizacdo morfoldgica e a
caracterizacdo molecular.

Uma grande vantagem da caracterizacdo morfolégica €& permitir a
identificacdo de caracteres de importancia agronémica, como também de possiveis
duplicatas, e fornecer dados que facilitem a organizag¢do dos acessos em bancos de
germoplasma, para estudos posteriores. Isso permitirda o estabelecimento de
colecbes nucleares, a identificacdo dos métodos de reproducdo dos acessos, bem
como da variabilidade intrinseca especifica de cada acesso.

O conhecimento da variabilidade genética de espécies vegetais e como ela
se distribui, proporciona o uso racional e sustentavel dos recursos genéticos
selvagens ou domesticados. As técnicas que utilizam marcadores moleculares estéo
disponiveis e constituem uma das ferramentas mais interessantes para se
caracterizar acessos. Dentre as classes de marcadores, o RAPD (Random

Amplified Polymorphic DNA) tem se destacado por ser préatico, rapido, de baixo
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custo e por identificarem alto nimero de locos polimorficos nos segmentos de
DNA por reagdo e o Microssatelite ou SSR (Simple Sequence Repeat) por ser
pratico, utilizar primers especificos, ser mutilalélico, codominante e alta
reprodutibilidade. A caracterizacdo molecular de acessos de germoplasma de
meloeiro de varias partes do mundo tem sido tema de muitos artigos publicados na
literatura internacional (MLIKI et al., 2001; LOPEZ-SESE et al., 2002; CHIBA et
al., 2003; STAUB et al., 2004; NAKATA et al., 2005; SENSQY et al., 2007,
ESCRIBANO et al., 2008; LUAN et al., 2008; KOHPAYEGANI; BEHBAHANI,
2008; SESTILI et al., 2008). No Brasil ainda h& caréncia de informagdes
moleculares e morfoldgicas nos acessos coletados em pequenas propriedades,
sendo necessarios esforgos para se obter o referido conhecimento.

Diante dessas consideragdes, 0 objetivo do presente trabalho foi estudar a
variabilidade genética de acessos de meloeiro coletados na Regido Nordeste do
Brasil por caracteristicas morfolégicas e marcadores moleculares RAPD (DNA
polimoérfico amplificado ao acaso) e microssatélites.

14



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ORIGEM E DIVERSIDADE DO MELOEIRO

Acredita-se que o meloeiro tenha se originado na Africa Tropical,
difundindo-se dessa regido para a Iindia e Asia (SEYMOUR; McGLASSON, 1993).
Apesar de no ser considerada como centro primario de origem, a India possui a
maior variabilidade genética para os meldes cultivados (ALVAREZ, 1997).
Atualmente, sdo encontrados cultivares de meldo em diversas regies do mundo,
desde os paises mediterraneos, centro e leste da Asia, sul e centro da América, até o
centro e no sul da Africa. Esta amplitude de regides de cultivo é consequéncia de
uma grande variabilidade genética presente no germoplasma do meloeiro, que tem
permitido a adaptacdo de diferentes tipos de meldo a diversas condicdes
edafoclimaticas. Em consequéncia, podem ser encontrados em todos os mercados
do mundo frutos com diferentes cores, formatos e aromas (DEULOFEU, 1997).

No Brasil, a introducédo foi feita pelos imigrantes europeus, e o Estado do
Rio Grande do Sul foi, possivelmente, o seu primeiro centro de cultivo no pais. A
partir de 1970, a cultura expandiu-se e surgiram importantes polos de producéo nos
estados de Sdo Paulo, Bahia, Pernambuco e no Para, que, devido as adversidades
climéticas, foi posteriormente desativada e comegou a ser transferida para a regiéo
Nordeste do Brasil, o Rio Grande do Norte, a produgdo de meldo teve inicio em
1980, surgindo um novo polo de produgdo, denominado de Agropolo Mossoro-
Assu (NUNES et al.., 2004).

A espécie Cucumis melo L. € dipléide (2n = 2x = 24 cromossomos) e
compreende duas subespécies de acordo a com a pilosidade do ovério: C. melo ssp
melo, com ovério piloso, e C. melo ssp agrestis, com ovario ceroso (JEFREY,
1980). O meloeiro esta distribuido em todo o mundo, e é a espécie que possui a
maior variabilidade fenotipica no género, observada principalmente nos seus
frutos. O meloeiro tem frutos com formas que variam de esféricas a extremamente

alongadas, peso de poucos gramas a varios quilogramas, sabor da polpa de amargo
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a doce além de diferentes coloragbes na polpa e na casca (STEPANSKY et at.,
1999).

A grande variacdo fenotipica observada no meloeiro levou os botanicos a
proporem uma classificacdo intra-especifica. O trabalho pioneiro de Naudin (1859)
serviu de base para todas as outras classificacdes subsequentes (HAMMER et al.,
1986). A classificacdo sugerida por ROBINSON; DECKER-WALTERS (1997) é a
mais utilizada na literatura atual e divide a espécie Cucumis melo em seis
variedades ou grupos botanicos: cantaloupensis, inodorus, conomon, dudaim,
flexuosus e momordica.

Dentro dos grupos estdo os tipos de meldo, sendo segundo Aragdo (2010)
0s mais comercializados no Brasil: Amarelo, Pele de Sapo, Honey Dew,
Cantaloupe, Gélia e Charentais (Figura 1).

* Meldo Amarelo: introduzido da Espanha e por isso também conhecido como
Meldo Amarelo Espanhol. E inodoro e tem casca amarela e polpa branco-creme.

» Meldo Pele de sapo: também sdo inodoros, de casca e polpa verdes. Os melGes
Pele de Sapo, como o ‘Meloso’, ‘Doncel’ e ‘Sancho’ tém casca verde-claro com
manchas verde-escuro, denominado escriturada. O fruto é de tamanho grande, com
polpa verde e consisténcia firme. Recentemente, foram lancados hibridos com
frutos arredondados e de menor peso, cerca de 1 kg.

» Meldo Honey dew: apresenta frutos firmes, de tamanho médio a grande com
formato esférico, de casca lisa com a cor variando entre o branco e o amarelo,
podendo sua polpa ser de cor verde, salmédo ou branca.

» Meldo Cantaloupe: sdo melbes aromaticos de origem americana, sendo 0s mais
produzidos no mundo. Tém frutos esféricos, polpa salmdo e sdo bastante
aromaticos.

* Meldo Galia: inclui meldes aromaticos, reticulados, de origem israelense. Os
frutos caracterizam-se pela forma arredondada, casca verde no inicio e amarela
quando o fruto estd maduro. Tém pouca reticulacdo e peso médio entre 0,7 e 1,3
kg. A polpa é branco-esverdeada.

 Meldo Charentais: sdo mel@es aromaticos de origem francesa. Sdo encontrados 0s

tipos de casca lisa, forma arredondada e, as vezes, achatada, com suturas ou
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costelas e casca verde-claro ou ligeiramente cinza. Existem os tipos de casca verde-
escuro e polpa salmdo e um terceiro tipo de casca bastante reticulada com costelas

verde escura, formato redondo ou semi-ovalado, polpa salmao e muito aromaticos.

?}?\

™

Gélia " Charentais

Cantaloupe

Figura 1 — Tipos de meldes comercializados no Brasil. Mossor6-RN, UFERSA,

2010. Fonte: Google imagens.

2.2 IMPORTANCIA DA CULTURA

O Nordeste brasileiro é responsavel por 95,8% da produgdo nacional de
meldo, destacando-se os estados do Rio Grande do Norte (46,6%), Ceara (35%),
Bahia (10,5%) e Pernambuco (3,5%) (IBGE, 2009). Sendo o meldo a olericola de
maior destaque no Rio Grande do Norte (SILVA, 1999).

Segundo o IBRAF (2010) e o site do Brazilian Fruit (2010) o Rio Grande
do Norte fechou os primeiros sete meses do ano de 2010 com US$ 154,82 milhdes
(R$ 272 milhdes) exportados para outros paises e com perspectivas de faturar ainda
mais alto a partir do més de outubro, quando comecard a embarcar a safra do
meldo. A fruta devera puxar a cifra para cima e ajudar o estado a encerrar 0 ano
com um crescimento entre 8% e 15% no valor total negociado com o mercado

externo, segundo projecdes de especialistas. De janeiro a julho, a soma negociada
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pelos exportadores potiguares significou um crescimento de 9,38%, na comparacao
com o0 mesmo periodo de 2009.

A cultura do meldo é uma atividade de grande importancia para a Regido
do Semi-Arido nordestino, onde solo e clima (intensidade e duragdo de
luminosidade, temperatura alta e precipitacdo pluviométrica baixa), garantem o
crescimento e desenvolvimento adequado das plantas, proporcionando elevadas
producdes e alta qualidade do fruto, apresentando teor de agUcar elevado, além de
sabor agradavel, mais aroma e maior resisténcia, caracteristica importante para a
comercializacdo, principalmente para exportacdo e a conservagdo pos-colheita
(FILGUEIRAS et al., 2000). Além disso, a presenga de médias e grandes empresas
gue adotam modernas tecnologias tais como, equipamentos importados para
irrigacéo, fertirrigagdo, processamento de embalagem e classificagéo de frutos, tem
garantido a alta produtividade e competitividade, junto aos mercados interno e
externo (DIAS et al., 1998). Por outro lado, o cultivo do meldo ndo proporciona
apenas beneficios econdémicos, mas também beneficios sociais, pois garante cerca
de 50 mil empregos diretos e indiretos (DIAS et al., 1998).

2.3 BANCO DE GERMOPLASMA

Germoplasma é definido como o material genético que constitui a base
fisica da heranca que se transmite de uma geracao para a outra por meio de células
reprodutivas (IBPGR, 1991; WALTER et al., 2005), e segundo Valois et al. (1996),
este € a base fisica do acervo genético, que relne o conjunto de materiais
hereditarios de uma espécie.

A utilizacdo de cultivares modernas, uniformes e de elevada produtividade,
tem aumentado a erosdo genética em muitas culturas, pela diminuicédo ou perda da
variabilidade genética de espécies cultivadas ou seus parentes silvestres, bem como
variedades locais, gerando estreitamento da base genética. Essa situacdo é
preocupante para os melhoristas, que muitas vezes recorrem a cultivares
tradicionais ou parentes silvestres para promover o melhoramento genético de
determinada cultura (TORRES FILHO, 2008).

18



As atividades inerentes a um banco de germoplasma sdo coleta,
caracterizagdo, avaliacdo, documentagdo e conservagdo. A coleta dos recursos
genéticos pode ser realizada em lavouras familiares, hortas e pomares caseiros,
mercados, feiras e habitat silvestres. No caso das cucurbitaceas, as principais
coletas tém sido feitas em propriedades de pequenos agricultores e feiras. Mais
especificamente em meloeiro, as coletas sdo feitas junto aos agricultores
(QUEROL, 1993).

A caracterizacdo de germoplasma pode ser realizada por diferentes
métodos, incluindo desde praticas tradicionais, que envolvem o uso de lista de
descritores morfoldgicos e agrondmicos, a aplicagbes bioquimicas para detectar
diferencas entre isoenzimas, proteinas e marcadores moleculares (VICENTE et al.,
2005).

Para Dias (1994), a caracterizacdo por meio de marcadores moleculares,
combinada a obtida por descritores morfolégicos e agrondmicos, parece mais
apropriada para estudo de diversidade em bancos e cole¢bes de germoplasma.
Mesmo assim, em alguns casos, podem ocorrer discrepancias, sugerindo que
padrdes evolutivos morfolégicos e moleculares sdo distintos.

A caracterizacdo morfolégica tem sido efetuada em colegBes de
germoplasma para gerar informagdes sobre a descricdo e a classificagdo do
material conservado. Na maioria das colegdes, a obtencdo de dados morfoldgicos e
agrondmicos é simultanea. Em plantas perenes, os caracteres podem ser obtidos em
diferentes estadios (germinagdo, juvenil e adulto), grupos (vegetativo, reprodutivo,
produtivo) e modos, ou seja, por observagdes, registradas em escalas de notas
(qualitativas), e/ou por mensurac¢des (quantitativas). O uso de descritores em varias
etapas é feito com o objetivo de identificar caracteres que possam ser Uteis na
selecdo precoce, sendo comum a observacdo e/ou mensuracao de VArios caracteres
em um mesmo genotipo (CURY, 1993).

As inumeras informacdes obtidas sdo manipuladas, na sua maioria, por
andlise univariada, o que gera dificuldades na selecdo de individuos desejaveis e na
determinacdo da diversidade, como também em medidas que visem a reducdo de

custos e a otimizacdo de colecdes (PEREIRA, 1989).
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As fases de caracterizacdo e avaliacdo, quando bem conduzidas, além de
proporcionar melhor conhecimento do germoplasma disponivel, essencial para seu
uso mais intenso em etapas subsequentes, apresentam trés vantagens adicionais:
permitem a deteccdo de acessos duplicados, simplificando os trabalhos
subsequentes, ja& no banco de germoplasma; proporciona o estabelecimento de
colecdes nucleares que, por definicdo, abrangem com o minimo de redundancia a
diversidade genética reunida em uma espécie cultivada e nas espécies silvestres a
ela relacionadas; e possibilita a identificacdo dos modos de reprodugdo
predominantes nos acessos, bem como da ocorréncia ou ndo de variabilidade
intrinseca em acessos individuais (VALLS, 2007).

A caracterizagdo de acessos/cultivares de meldo é realizada a partir dos
descritores morfo-agrondmicos mencionados pelo IPGRI - Internacional Plant
Genetic Resources Institute (IPGRI, 2003). A literatura apresenta trabalhos com a
utilizacdo de descritores morfoldgicos para meldo como Neitzke et al., 2009 com
acessos de meldo do Rio Grande do Sul; Torres Filho, 2008 e Aragéo, 2010 com
acessos de meldo do Nordeste Brasileiro; Szabo et al., 2008 com acessos de meldo
da Hungria.

Em colecOes de germoplasma, a caracterizagdo molecular tem sido
realizada com varios objetivos, dentre eles tém-se a quantificacdo da diversidade e
a determinacdo da estruturacdo genética. A interpretacdo da diversidade é feita por
meio de uma medida de dissimilaridade, quase sempre visualizada por métodos de
agrupamento. Ja os niveis de variacdo genética podem ser obtidos por varios
procedimentos, como pela analise de variancia molecular. Marcadores moleculares
permitem acessar o genoétipo e a variabilidade do DNA nas plantas, por identificar
0 polimorfismo e associar a genes de efeito maior (MILACH, 1998).

Vérias técnicas de marcadores moleculares tém sido empregadas na
caracterizacdo da diversidade e na estruturagdo genética de germoplasma vegetal,
especialmente as que detectam polimorfismo no DNA, utilizando amplificacdo via
PCR, como 0 RAPD e SSR. Esta caracterizagdo tem se mostrado Util, em virtude
da diversidade molecular ser bem maior que a morfologica. Existem muitos

trabalhos com marcadores moleculares realizados com o meloeiro, com o marcador
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SSR: Daning-Poleg et al., 2001; Lopéz-sesé et al., 2002; Chiba et al., 2003;
Monforte et al., 2003; Ritschel et al., 2004; Escribano et al., 2008; Szabd et al.,
2008; Oumouloud et al., 2009; Aragdo, 2010. E com o marcador RAPD: Mliki et
al., 2001; Buso et al., 2002; Staub et al., 2004; Sensoy et al., 2007; Luan et al.,
2008. E em outros trabalhos utilizando as duas técnicas: Staub et al., 2000; Nakata
et al., 2005.

Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) sdo marcadores
relativamente novos, baseados em sequéncias curtas, envolvendo 1 a 6 pares de
bases, repetidas lado a lado no genoma (MILACH, 1998). Essas sequéncias estdo
presentes em todos 0s genomas, de procariotos e eucariotos ja analisados, tanto em
regides codificadoras quanto em néo codificadoras.

Os marcadores SSR possuem as seguintes caracteristicas: sdo abundantes e
estdo uniformemente distribuidos por todo o genoma, apresenta polimorfismo do
tipo codominéncia, sdo altamente multialélicos, possuindo o maior contetdo
informativo por loco entre todas as classes de marcadores moleculares, séo
automatizaveis em sistemas multiplex, permitindo avaliar rapidamente um grande
nimero de individuos para um grande numero de locos, necessitam de pequenas
quantidades de DNA e podem ser transferiveis entre espécies de um mesmo género
e compartilhados entre diferentes laboratérios (FERREIRA; GRATTAPLAGLIA,
1998).

Esses marcadores vém sendo empregados com sucesso na discriminagao de
acessos conservados em bancos de germoplasma, no mapeamento genético, em
genética de populagdes e na caracterizacdo da diversidade e diferenciagdo genética
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998).

Os principais limites de seu emprego em larga escala estdo no custo
elevado e nas tecnologias necessarias para a obtencéo dos primers especificos que
flanqueiam e amplificam regifes altamente repetitivas do DNA.

Por outro lado, os marcadores microssatélites por serem altamente
polimdrficos, codominantes e serem facilmente reproduziveis e de féacil
interpretacdo (CRESTE et al., 2003), com possibilidade de automagdo e analise,

além de ndo necessitar de hibridizacdo e ndo utilizar de meios radioativos vem se
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destacando pelo seu uso na caracterizacdo varietal para fins de protecdo e de
conservacgédo de germoplasma.

Variagbes nos SSR’s apresentam elevado poder discriminatorio, onde
poucos locos garantem a diferenciacdo dos genotipos, o que é importante quando
se considera genotipos muito proximos ou essencialmente derivados
(GUIMARAES et al., 2004).

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) ou DNA polimérfico
amplificado ao acaso, nesta técnica o segmento de DNA utiliza um primer que ira
se anelar arbitrariamente a sequéncia complementar no DNA. Neste tipo de PCR,
os primers, frequentemente com 10 bases, que podem apresentar homologia total
ou parcial com uma ou mais regies do genoma (MILACH, 1998). Tais iniciadores
permitem a amplificacdo de fragmentos de DNA n&o identificados a priori.

Os marcadores RAPD, embora tenham baixa repetibilidade, apresentar
natureza dominante, que pode ser uma limitacdo, pode ser compensada pelo grande
polimorfismo gerado por um Unico marcador, apresenta vantagens por ser uma
técnica rapida, relativamente de facil execugdo, necessita de pequenas quantidades
de DNA, baixo custo, pouco espaco de tempo para a obtencdo dos resultados e ndo
depende de equipamentos sofisticados, é facilmente visualizado em gel de agarose,
além de ndo necessitar do conhecimento prévio de sequéncia do DNA alvo
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Dois tipos de polimorfismo sdo detectados com o RAPD: 1) ndo ocorre
pareamento na regido de homologia do primer com o do genoma ou 0 pareamento
é muito dificultado, ndo havendo amplificacdo desta regido e, consequentemente,
ndo ha formacdo de bandas; 2) ocorre alteracdo do comprimento da regido
amplificada (por duplicacéo, insercdo ou eliminacdo de nucleotideos), resultando
no aparecimento de bandas (MILACH, 1998). Por este motivo, € considerado um
marcador dominante, ndo fazendo distingdo das regides do genoma amplificadas,
simultaneamente, ou seja, de bandas de um mesmo loco com diferentes alelos e das
provenientes de diferentes locos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 LOCAL

Os experimentos foram conduzidos na Horta experimental e Laboratério de
Pds-colheita do Departamento de Ciéncias Vegetais da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido — UFERSA, no periodo de 08 de Junho a 08 de Setembro de 2010.
As anélises moleculares com marcador RAPD foram realizadas no Laboratorio de
Fitopatologia do Departamento de Ciéncias Vegetais da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido — UFERSA, em todo o ano de 2010, enquanto as analises
moleculares com marcador microssatélite foram realizadas na EMBRAPA
Algodéo, Campina Grande-PB, no més de novembro de 2010.

O municipio de Mossoro esta situado na latitude Sul 5° 11°, longitude 37°
20’ a oeste de Greenwich e com altitude de 18 m. O clima, segundo a classificagdo
de Koppen ¢ ‘BSWh’ (muito seco, com estagdo de chuva no verdo atrasando-se
para o outono) (CARMO FILHO; OLIVEIRA, 1989).

O solo da éarea experimental foi classificado como Argissolo Vermelho
Amarelo (EMBRAPA, 1999) com relevo plano. Foram retiradas amostras de solo
da area experimental, cuja analise quimica, processada no Laboratério de Analises
de solo, agua e planta da Empresa de Pesquisa Agropecudria do Rio Grande do
Norte S/A — EMPARN.

Os dados de precipitagdo pluviométrica estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2 — Precipitagdo pluvial do ano de 2010, sendo 0os meses de Jun. a Set. 0s
meses de avaliagdo dos acessos. Mossor6-RN, UFERSA, 2010. Fonte:
CPTEC/INPE.

3.2 GERMOPLASMA AVALIADO

Foram avaliados 43 acessos, coletados no Nordeste do Brasil (Tabela 1,
Figura 3), presente no Banco de Ativo de Germoplasma da UFERSA, Mossoré-
RN. Sdo eles: A-01, A-02, A-03, A-04, A-05, A-06, A-07, A-08, A-09, A-11, A-
12, A-13, A-14, A-15, A-16, A|17, A-18, A-19, A-22, A-23, A-24, A-25, A-26, A-
27, A-28, A-29, A-30, A-31, A-32, A-33, A-34, A-35, A-36, A-37, A-39, A-41, A-
42, A-43, A-44, A-45, e os hibridos Natal da empresa Syngenta-Rogers e Amaral,

Mandacaru da empresa Rijk Zwaan.
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Tabela 1 — Local de coleta dos acessos de meldo do Banco de Germoplasma da
UFERSA utilizados no presente trabalho. Mossoré-RN, UFERSA, 2010.

Acesso Local de coleta Acesso Local de coleta
A-1 Mossoré — RN A-24 Arapiraca — AL
A-2 Mossoré — RN A-25 Cururipe — AL
A-3 Baralna — RN A-26 Lagarto — SE
A-4 Barauna — RN A-27 Sao Luis — MA
A-5 Baratina — RN A-28 S&o Jodo dos Patos — MA
A-6 Assli — RN A-29 Paraibano — MA
A-7 Quixeré — CE A-30 S&o José do Mipibu — RN
A-8 Aracati — CE A-31 Areia—PB
A-9 Quixeré — CE A-32 Itabuna — BA
A-11 Petrolina — PE A-33 Sao Luis — MA

A-12 Petrolina — PE A-34 Juazeiro — BA
A-13 Patos — PB A-35 Muribeca — SE
A-14 Sousa — PB A-36 Jaboatdo — PE
A-15 Arapiraca — AL A-37 Areia Branca — RN
A-16 Juazeiro - BA A-39 Irecé — BA
A-17 Barra do Mendes — BA A-41 Paulistana — PI
A-18 Picos — PI A-42 Brumado — BA
A-19 Parnaiba — Pl A-43 Itapecurl - MA
A-22 Sao Luis — MA A-44 Serra Talhada — PE
A-23 Ipanguassu — RN A-45 Messejana - CE
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Figura 3: Distribuicdo espacial dos acessos de meldo do banco de germoplasma da
UFERSA, coletados no Nordeste brasileiro. Pontos amarelos em destaque no mapa,
01: S&o Luis - MA, 02: Itapecuru - MA, 03: Séo Jodo dos Patos - MA, 04:
Paraibano - MA, 05: Picos - PI, 06: Parnaiba - PI, 07: Paulistana - PI, 08: Quixeré -
CE, 09: Aracati - CE, 10: Messejana - CE, 11: Jaboatdo - PE, 12: Petrolina - PE,
13: Serra Talhada - PE, 14: Patos - PB, 15: Souza - PB, 16: Areia - PB, 17: Areia
Branca - RN, 18: Sdo Jodo de Mipibu - RN, 19: Ipanguassu - RN, 20: Barauna -
RN, 21: Asst - RN, 22: Mossor6 - RN, 23: Arapiraca - AL, 24: Cururipe - AL, 25:
Muribeca - SE, 26: Lagarto - SE, 27: Juazeiro - BA, 28: Barra do Mendes - BA, 29:
Itabuna - BA, 30: Brumado - BA, 31: Irecé - BA. Mossor6-RN, UFERSA, 2010.
Fonte: Google Earth.

3.3 CONDUGCAO DO EXPERIMENTO NO CAMPO

O preparo do solo constou de uma aracdo e uma gradagem, seguida de
sulcamento em linhas, espagadas de 2,0 m com profundidade de aproximadamente
20 cm, onde foi realizado a adubagfo de fundagdo, utilizando-se 4,0 t ha™ de
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polifértil e 120 kg ha™ de P,0s. Os adubos foram aplicados nos sulcos de plantio e
incorporados com enxada rotativa. As adubacdes de cobertura foram realizadas via
fertirrigacdo, com inicio sete dias apds o transplantio. Foram utilizadas as seguintes
fontes: Uréia e &cido nitrico: 126,7 kg ha™; cloreto de potassio: 252,2 kg ha™ e
4cido fosforico: 66,1 kg ha™. A partir da segunda semana foram feitas adubacdes
foliares, semanalmente, junto com os defensivos, empregando, 40 mL por 20,0 L
de solugdo dos produtos contendo: 0,6 g L™ de Mg; 0,8 g L™ de Ca; 0,05 g L™ de
B;0,3gL"dezn; 0,2gL"de Mne 0,01 g L™de Mo.

As sementes dos acessos/cultivares foram semeadas em bandejas de
poliestireno expandido com 128 células compostas do substrato comercial
Plantmax®, sendo o transplantio realizado quando as mudas estavam com um par
de folhas definitivas.

Foi aplicado semanalmente o inseticida Abamectin para controlar a mosca-
minadora (Liriomyza trifolii L.). Foram realizadas duas capinas manuais aos cinco
e vinte dias apo6s o transplantio. As demais praticas culturais e manejo obedeceram
as necessidades da cultura no estado (NUNES et al., 2004).

3.3.1 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em blocos casualizados com 43 tratamentos
(acessos e cultivares) e duas repetigdes. A unidade experimental foi composta por
uma linha de cinco plantas. O espacamento da cultura foi de 2,0 m entre linhas por
0,3 m entre plantas, com uma densidade populacional de aproximadamente 16.667

plantas/ha. A unidade amostral foi constituida pela planta individual.
3.4 CARACTERIZACOES MORFOLOGICAS DOS ACESSOS

Os acessos e cultivares foram caracterizados a partir dos seguintes
descritores morfo-agronémicos do IPGRI - International Plant Genetic Resources

Institute (IPGRI, 2003). Uma amostra de oito frutos por repeticdo de cada acesso

foi utilizada para as analises morfoldgicas.
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3.4.1 Descritores da semente

- Peso de 100 sementes: obtido pela pesagem de 100 sementes em balanca de
precisdo. As sementes foram retiradas dos frutos e colocadas para secar em papel
jornal sob condi¢bes ambiente por 15 dias. Foi feita uma mistura (bulk) das

sementes dos frutos selecionados ao acaso.

3.4.2 Descritores da flor

- Numero de dias para o florescimento: foi contado o numero de dias para o

aparecimento da primeira flor masculina e da primeira flor feminina;

3.4.3 Descritores do fruto

- Numero de dias para a frutificacdo: foi contado o numero de dias para o
aparecimento do primeiro fruto;

- Cor principal da casca: verificada pela observacéo visual de cada fruto;

- Cor principal do mesocarpo: verificada pela observacao visual de cada fruto

- Numero de frutos por planta: obtido pela razdo entre todos os frutos colhidos da
parcela e o nimero de plantas da parcela (estande final);

- Massa média do fruto: obtida pela razdo entre a massa total dos frutos colhidos e
pelo nimero de frutos. Os frutos foram pesados em balanca eletrbnica com
capacidade de 25,0 kg e precisdo de 0,01 g. O resultado foi expresso em kg.fruto™.
- Produtividade: obtida pela pesagem de todos os frutos colhidos da parcela. Os
frutos foram pesados em balanca eletrénica com capacidade de 25,0 kg. e precisdo
de 0,01g, e o resultado expresso em t.ha™;

- Diémetro longitudinal: obtido pela mensuracdo com régua graduada em
milimetros. Os frutos foram seccionados longitudinalmente e a mensuragdo
realizada em uma banda de cada fruto, medindo-se o seu maior comprimento desde

a insercdo do peddnculo até a extremidade oposta, expresso em cm;
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- Didmetro transversal: obtido pela mensuragdo com régua graduada em
milimetros. Os frutos foram seccionados longitudinalmente e foi realizada a
mensuracdo do didmetro de uma banda de cada fruto, expresso em cm;

- Indice de formato: obtido pela razdo entre o didmetro longitudinal transversal
médio;

- Espessura da polpa: obtida por mensuracdo com régua graduada em milimetros.
Os frutos foram seccionados longitudinalmente e as mensuracfes realizadas em
cada lado de uma das bandas de cada fruto, medindo-se na parte mediana o
comprimento do mesocarpo, excluindo-se a casca. Efetuar-se-4 a média de duas
mensuracdes, expressa em cm;

- Firmeza da polpa: o fruto foi seccionado longitudinalmente, e em cada banda foi
medida a resisténcia através de um penetrdmetro com ponteira de 8 mm de
diametro, na regido mediana comestivel de cada parte do fruto (quatro leituras por
fruto em regides diferentes), equidistante em relacdo ao comprimento e a espessura
do mesocarpo. Valor dado em libras e transformado em Newton, multiplicando-o
por 4,4482.

- Sélidos soluveis: determinado através de refratométro digital modelo PR-100
Paletti, com compensacdo automatica de temperatura, obtido pela retirada de uma
fatia de cada um dos frutos, cortada longitudinalmente e maceradas até a liberacdo
do suco. Realizar-se-a duas leituras, calculando-se o valor médio do fruto, expresso
em percentagem de °Brix.

- pH: determinado através de phmetro, obtido com a aferi¢do da leitura do pH das
amostras processadas.

- Acidez total titulavel: obtidos pela titulagdo com NaOH sobre a dilui¢do de 5 mL
de suco do fruto em 45 mL de agua destilada, usando como indicador fenolftaleina,
isso para amostras ndo coloridas. Para amostras coloridas, colocar os eletrodos do
medidor de pH na amostra e acrescentar NaOH até alcancar o pH de 8,1. Foi
realizada transformacdo da acidez tituldvel segundo Tressler; Joslyn (1961),
utilizando-se do fator de corre¢do que proporciona valores em gramas de &cido

citrico/100mL de solugéo.
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- Vitamina C: determinado através de titulacdo, com a solucdo de Tillman (DFI -
2,6 dicloro-fenol indofenol) refrigerada, até o ponto de viragem e os resultados

expressos em mg/100 mL de suco, segundo Artés et al.(1993).
3.4.4 Analises estatisticas

Foram realizadas analises de variancia multivariada e aplicacdo do critério
de Wilks a 5% de probabilidade.

A partir da matriz com as médias de cada caracteristica para cada acesso e
a matriz de variancia-covariancia residual, foram calculadas as distancias
generalizadas de Mahalanobis (Dzij), conforme descricéo de Cruz et al. (2004).

A andlise de agrupamento foi realizada com a matriz de distancias de
Mahalanobis utilizando o método de agrupamento baseado na ligacdo média
(UPGMA). O ajuste entre a matriz de distancias e o dendograma foi estimado pelo
coeficiente de correlagdo cofenética (r) (SOKAL; ROHLF, 1962).

Foi utilizado o critério de Singh, descrito por Cruz et al. (2004) para
identificar a contribuicdo relativa de cada carater para a divergéncia genética.

As andlises foram processadas no programa GENES (CRUZ, 2006). O
dendograma foi gerado com o auxilio do programa STATISTICA (STATISTICA,
2002).

3.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR
3.5.1 Extracédo do DNA

O DNA de cada um dos genoétipos foi extraido a partir do protocolo
desenvolvido por Doyle; Doyle (1990), com modificacbes. As folhas foram
maceradas em nitrogénio liquido e transferidas para microtubos estéreis de 2 mL.
O tampdo de extracdo foi preparado contendo 100 pL de Tris-HCI (100 uM), 280
pL de NaCl (1,4M), 400 puL. de EDTA (20mM), 300 mL de CTAB (2,0%), 0,01 g
de PVP40 (1,0%), 278 uL agua Miliq e 2 uL de B-mercaptoetanol (0,2%), e logo
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apos pipetou-se 700 uL desse tampdo de extra¢do, os quais foram colocados nos
microtubos. Os microtubos foram vertidos e colocados em banho-maria a
temperatura de 65 °C durante 40 minutos, sendo estes, agitados a cada 10 minutos.
Em seguida, foram adicionados 800 uL de alcoolisoamilico (24:1) nos microtubos,
0s quais foram vertidos e centrifugados a 14.000 x g, durante 7 minutos e, em
sequida, transferiu-se a fase superior (aquosa) para novo microtubo, sendo esta
etapa, repetida mais uma vez. Logo apoés, adicionou-se a fase aquosa 400 pL de
isopropanol gelado, homogeneizando a solugdo até a formacdo do pellet. As
amostras foram colocadas em congelador por 2 horas e posteriormente
centrifugadas a 14.000 x g durante 10 minutos. Para limpeza do pellet, adicionou-
se 1 mL de etanol 70% no microtubo, sendo os mesmos centrifugados a 14.000 x g
durante 5 minutos, descartando o sobrenadante. Em seguida adicionou-se 1 mL de
etanol 90% aos microtubos, os quais foram centrifugados novamente a 14.000 x g
durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado novamente, deixando apenas o
pellet no microtubo. As amostras foram colocadas em estufa a 70 °C durante 20
minutos, e logo apos, adicionou-se 50 pL. de RNAse nos microtubos, os quais
foram incubados a 37 °C em banho-maria. A quantificacdo de DNA foi realizada
em géis de agarose a 1% (p/v), comparando-se visualmente a intensidade das
bandas do DNA dos gendtipos extraido, com bandas de peso molecular conhecido
de 1 kb. Apés a quantificacdo, as amostras foram diluidas em &gua ultrapura e

foram padronizadas em 10 ng uL™ para serem utilizados nas reacdes de PCR.

3.5.2 Marcador RAPD

Dezoito primers decdmeros RAPD (Tabela 2) foram utilizados para
amplificar o DNA de 43 acessos de meldo. As reagdes de amplificagdo foram feitas
em um volume total de 20 pL, contendo 10 mM (pH 8,3) de Tris-HCI, 50 mM de
KCI, 2,5 mM de MgCl,, 200uM de cada dNTP, 5 uM de cada um dos 20 diferentes
primers RAPD, 1 U de Tag DNA polimerase e, aproximadamente, 10 ng de DNA.
As amplificagbes foram realizadas em termociclador de acordo com o seguinte

programa: 94°C por 5 min + 40 ciclos de 94°C por 30 seg, 35°C por 1 min, 72°C
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por 1 min, extensdo final de 72°C por 7 min e reducédo a 15°C. Os produtos de PCR
foram separados em gel de agarose a 1,0%, corado com brometo de etidio e

fotografados sob luz ultra-violeta.

Tabela 2 — Primers decameros RAPD utilizados para amplificar o DNA de acessos

de meloeiro coletados no Nordeste brasileiro.

Primers Sequéncia Primers Sequéncia

OPA-03 5" AGTCAGCCAC 3’ OPE-15 5" ACGCACAACC 3’
OPA-04 5" AATCGGGCTG 3’ OPF-16 5 GGAGTACTGG ¥’
OPA-13 5" CAGCACCCAC 3’ OPO-02 5" ACGTAGCGTC 3’
OPB-14 5’ TCCGCTCTGG ¥’ OPO-03 5’ CTGTTGCTAC 3°
OPC-05 5" GATGACCGCC 3’ OPO-04 5" AAGTCCGCTC 3’
OPC-13 5> AAGCCTCGTC 3° OPO-06 5" CCACGGGAAG ¥’
OPD-08 5> GTGTGCCCCA 3° OPO-07 5 CAGCACTGAC 3°
OPE-14 5’ TGCGGCTGAG 3’ OPO-10 5’ TCAGAGCGCC 3’
OPF-02 5> GAGGATCCCT ¥ OPO-15 5’ TGGCGTCCTT 3°

3.5.3 Marcador microsatélite (SSR)

As reacoes de amplificagdo foram feitas em um volume total de 10 pL, contendo
10 mM (pH 8,3) de Tris-HCI, 50 mM de KCI, 2,5 mM de MgCl,, 0.25mM de cada
dNTP, 250 nM de cada um dos 15 diferentes primers SSR (Tabela 3), 0,5 U de Taq
DNA polimerase e, aproximadamente, 10 ng de DNA. As amplificacBes foram
realizadas em termociclador de acordo com o seguinte programa: 94°C por 2 min +
40 ciclos de 94°C por 30 seg, 54°C por 1 min, 72°C por 1 min, extensao final de
72°C por 4 min e reducdo a 15°C. As amostras foram diluidas em agua ultrapura e
foram padronizadas em 10 ng/ uL para serem utilizadas nas andlises de
microssatélites. Apo6s a reacdo foram adicionados 10uL de solugdo contendo
0,05% de azul de bromofenol, 0,05% de xyleno cianol, EDTA 10mM e formamida
95%. Os produtos de amplificacdo foram deshaturados a 95°C por 5 mim no
termociclador. Os fragmentos amplificados foram separados em eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida 6%, corados com nitrato de prata conforme
Creste et al. (2003). O padrdo de peso molecular de 50pb foi utilizado para

identificar os pares de bases dos fragmentos amplificados.
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Tabela 3. Caracteristicas dos primers de microssatélite sintetizados para Cucumis
melo (CHIBA et al., 2003). Mossord-RN, UFERSA, 2010.

Primer

Sequéncia do primer (5 to 3°)

Pares de base
(pb) esperados

CMMS1-3 (Forward)
CMMS1-3 (Reverse)
CMMS2-3 (Forward)
CMMS2-3 (Reverse)
CMMS3-2 (Forward)
CMMS3-2 (Reverse)
CMMS4-3 (Forward)
CMMS4-3 (Reverse)
CMMS12-6 (Forward)
CMMS12-6 (Reverse)
CMMS15-4 (Forward)
CMMS15-4 (Reverse)
CMMS22-2 (Forward)
CMMS22-2 (Reverse)
CMMS24-3 (Forward)
CMMS24-3 (Reverse)
CMMS30-3 (Forward)
CMMS30-3 (Reverse)
CMMS33-1 (Forward)
CMMS33-1 (Reverse)
CMMS33-2 (Forward)
CMMS33-2 (Reverse)
CMMS34-8 (Forward)
CMMS34-8 (Reverse)
CMMS34-10 (Forward)
CMMS34-10 (Reverse)
CMMS35-4 (Forward)
CMMS35-4 (Reverse)
CMMS35-5 (Forward)
CMMS35-5 (Reverse)

TTGAATGATTGGAGGGAAGATAACG
CAAATATTGATGGATTTAATATATT
ATCACCCACCCCACCACTGCCAAAA
CCTTGAAAAACCACCAACATAACAC
AGTTTTTGGGCATTTTTAGTTGGAT
GGCTTATCTCCCACCCAACCATTCT
ACCGAAATCATAAGGAACATAAGAG
TATGAGCTGTGTTGTGTATGAAAAC
AACATGATGTGTTTACCAACTTTTT
GGTTAAGGGAAA GTGAAGAGATGGT
GTCCGCCATCGCCACTACAAATCAA
CTCCGTAAAACCTTCTTCCTCTCTC
CGTTATACAAGATAGAGATAGAGAG
TTCAACTAATCCCCAAGACAAACAA
GAGGGAGAGAGTTTGTAAAAAAATG
TCGCCAATTACATTACAACCTTTTC
TTCCCACCAGCCCAACGGACACACT
GAGATACAGAAACGACGACTAACCT
TGTAATAGGATGACCAAGGGGAGTT
TTCAGGAGCTACAACAAGATTTCAA
GCTACTTTTTATGGCGGCAGTGACG
ATTCGGATGATTATTCTTCGCAGTT
TTTCTTACTTTTTGGTTTGGTTCTG
GGCGCTGTGGTGAGTGTCGGGAGAG
GGGGTGTGAAGCTGAAGGCAAAGTC
AAAGGAAGAAGAAGAAAAAGGAGAA
ACGGATACATCGAGGAGACTTCATG
GTCAGCTTCAACCCTTTACTTTTTC
AACGGGATTTTGGAGGCATATTCGG
CTCCCCAGTGTATCAGCCAAATCTC

259

213

420

292

174

116

178

136

271

420

269

480

351

105

174

3.5.4 Andlise estatistica

Os produtos das amplificacbes para RAPD foram computados como

auséncia do alelo (0) e presenga do alelo (1). Os produtos das amplificacbes para

SSR foram computados como auséncia do alelo (0), presenca de uma cépia do

alelo (1) e presenca de duas copias do alelo (2). A dissimilaridade entre o0s
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genotipos foi calculada pelo coeficiente de dissimilaridade de Jaccard (SOKAL;
ROHLF, 1962). Para todas as analises foram aplicadas as correlagdes cofenéticas.

O caélculo da dissimilaridade foi realizado utilizando o programa GENES
(CRUZ, 2006), que gerou as matrizes de distdncia genética entre todas as
variedades. A partir das matrizes e com o auxilio do programa STATISTICA
(STATISTICA, 2002) foram gerados agrupamentos pelo método da média
aritmética ndo ponderada (UPGMA\) na forma de dendogramas.

As correlagbes entre os marcadores morfologicos e moleculares (RAPD,
SSR) foram feitas utilizando o teste de Mantel (1967). O teste de aleatorizacdo de
Mantel associa elementos de duas matrizes fazendo a correlagdo (correlacdo dos

produtos dos momentos, r).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA

Em experimentacdo agricola é fundamental que os tratamentos sejam
avaliados com a maior precisao possivel. Quanto maior a precisdo experimental,
maior € a probabilidade de se encontrar diferencas entre os tratamentos avaliados.
O coeficiente de variagdo € o parametro mais utilizado como indicativo da
qualidade de experimentos. No presente trabalho, as estimativas dos CV’s estdo
dentro da faixa observada para a cultura em outros trabalhos de avaliagdo de
cultivares (NUNES et al., 2004; NUNES et at., 2005). Considerando a classificacéo
realizada por Lima et al. (2004) para a cultura do meloeiro, os valores podem ser
considerados como altos para todas as caracteristicas.

As andlises de variancia para os 17 caracteres morfoagrondmicos avaliados
nos 43 acessos de meloeiro encontram-se na Tabela 4. Verificou-se que o teste F
revelou diferencas altamente significativas entre acessos para quase todas as
caracteristicas, excecao feita apenas para a espessura de polpa, acidez, vitamina C,
peso total e florescimento feminino, sendo ndo significativas.

A significancia da fonte de variacdo acessos indica heterogeneidade
genética entre os materiais avaliados, como era esperado em razdo das diferentes

origens e tipos de frutos observados durante a colheita.

Tabela 4: Andlise de variancia dos 18 descritores avaliados em acessos de
meloeiro. Mossor6-RN, UFERSA, 2010.
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Caracteristicas Bloco Acesso Erro CV(%)
gl €] (42) (42)

Peso médio do fruto (g) 11389,561 945336,96 180207,42 30,32
Diametro longitudinal (cm) 11,685 63,117 11,41 16,54
Diametro transversal (cm) 7,55 11,09” 4,60 18,32
indice de formato (cm) 0,001 0,28" 0,89 16,96
Cavidade Interna (cm) 9,71 14,69 1,63 11,92
Espessura Polpa (cm) 0,02 1,79™ 0,91 31,96
Firmeza Polpa (N) 0,09 4,49 1,56 27,85
Peso sementes () 0,50 2,08 0,39 21,74
S6lidos solaveis(°Brix) 0,24 4,097 0,75 17
pH 0,61 1,02” 0,43 12,09
Acidez (% éc. Citrico) 0,99 1,59™ 1,56 83,79
Vitamina C (mg/100g) 457,56 166,54™ 268,60 32,30
Peso total (g) 80369,75 73224733,50™ 39453936,38 42,99
Numero Total de Frutos 68,94 67,72" 19,51 32,05
Produtividade 507394,57 669237,27°  136817,66 29,81
Florescimento masculino (dias) 6,70 11,177 2,81 6,26
Florescimento feminino (dias) 0,74 8™ 3,64 6,40
Frutificacdo (dias) 4,65 8,65~ 2,72 4,87

g: grama, cm: centimetro, N: Newton, mg: miligrama

Dos 43 acessos, observou-se uma grande variagdo na cor da casca e na cor
da polpa entre os acessos (Figura 4). A maioria dos acessos apresentou coloracéo
de casca creme (37,2 %), seguida pelas cores amarela (23,35%), verde (16,28%),
amarela esverdeada (11,63%). Apenas trés acessos tinham cor de casca branca
(6,98%) e dois verdes claro (4,65%). Com relacéo a cor da polpa, a maior parte dos
acessos tem cor de polpa branca (65,11%), seguido da cor salméo (20,9%) e verde
(11,6%). Apenas um acesso tinha cor de polpa esverdeada (2,32%).

De acordo com as tabelas de médias (Tabela 5), os acessos diferiram
quanto ao namero de frutos por planta, com uma amplitude de 13,77 frutos por
planta. Os acessos A-16 e A-35, foram os mais prolificos, com 28,5 e 24,5 frutos
por planta; seguidos do acesso A-11 com 24 frutos por planta e o A-9 com 23
frutos por planta.

Houve grande variacdo quanto & massa média do fruto, com valores de
0,21 kg no acesso A-23 a 3,66 kg no acesso A-4 (Tabela 5). Conforme a lista dos

descritores do meloeiro publicada pelo IPGRI, existem acessos de frutos pequenos
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(= 0,4 Kkg), pequenos a intermediérios (= 0,8 kg), intermediarios (= 1,2 kg),
intermedidrios a grande (=1,6 kg), grande (= 2,0 kg) e grande a muito grande (=2,6
kg). Os acessos A-4, A-22, A-34 e A-45 destacaram-se com frutos superiores a 2,0
kg, enguanto os acessos A-9, A-11, A-12, A-16, A-23, A-26, A-31 e A-32
possuiram frutos com peso menores do que 1,0 kg.
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A-32 A-33

‘Mand.’ ‘Natal’ ‘Amaral’

Figura 4 — Frutos dos acessos de meldo estudados e dos trés hibridos. Mossoré-RN,
UFERSA, 2010
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Os frutos variaram quanto ao indice de formato (Tabela 5), definido como
a relagdo entre o comprimento longitudinal e o transversal, com valores entre
1,1cm no acesso A-44 e 2,55cm no acesso A-22, apresentando um coeficiente de
variacdo de 16,96%. A variabilidade no formato do fruto pode ser observada na
Figura 4. Segundo Paiva (2000), frutos com forma esférica tém indice de formato
inferior ou igual a 1,0; com forma oval, tém indice de formato entre 1,01-1,50 e
comprido tém valor superior a 1,5. Considerando essa classificacdo, os acessos
possuem frutos com formato oval ou comprido. A variagdo no indice de formato
reflete, em parte, a variabilidade encontrada nos didmetros longitudinal e
transversal.

Os acessos variaram quanto a espessura da polpa (Tabela 5), com valores
entre 1,72 cm e 6,13 cm para os acessos e 0 hibrido Mandacaru apresentou 6,24
cm. O acesso com maior valor foi 0 A-39, com espessura inferior a apenas do
hibrido Mandacaru. Os menores valores foram observados nos acessos A-9 e A-16.
Quanto a firmeza da polpa, destacaram-se 0s acessos A-16 com 44,86N, A-19 com
32, 58N e os trés hibridos, Amaral, Natal e Mandacaru, com 33,42N, 29,42N,
28,11N respectivamente. Os menores valores foram observados nos acessos A-11 e
A-14 com 11, 3N e 10,3N.

Quanto aos solidos sollveis (Tabela 5), as estimativas variaram de 3,19%
°Brix no acesso A-2 a 8,05%°Brix no acesso A-43. Observou-se que 0S acessos
possuiam valores muito baixos para essa caracteristica, contrastando com valores
das cultivares melhoradas (8,15 % °Brix para Mandacaru).

Com relagdo a produtividade (Tabela 5), os menos produtivos foram A-23,
A-32, A-43 e mais produtivos foram os acessos foram 0s acessos A-3, A-4, A-45,
apresentando valor superior aos hibridos.

Comparando-se 0s acessos com os trés hibridos, em média, 0s acessos sdo
mais produtivos e mais prolificos, contudo possuem frutos mais alongados, com
menor espessura de polpa, menor firmeza da polpa e menor teor de sélidos sollveis

em relagdo as cultivares comerciais.
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Tabela 5 : Caracterizagdo de 43 acessos/cultivares de meloeiro a partir de 15 de descritores do fruto. Mossor6-RN, UFERSA, 2010

ACESSO PMF. IFF CI. EP FP. PS. SS. ph Acidez vitC NTF Produt. Flor.M Flor.F. Fruto
A-1 88431 144 899 487 2175 25 452 546 049 4917 16 1993 275 305 335
A-2 1608.375 2.46 15215 271 1859 1.6 319 7.17 121 3623 20 45.17 28 325 365
A-3 1964.855 1.60 11.495 341 1819 3.2 471 591 055 4192 75 22.50 23 295 345
A-4 3662315 146 12.75 298 1575 3.7 578 576 0515 50.03 7 37.75 265 30 33
A5 1277.875 226 12.095 2.87 2535 28 416 455 1.325 6314 105 2176 975 32.5 36
A6 191225 165 121 328 13.06 43 443 601 029 4658 85 2576 775 30 33,5
A7 1808.945 166 11.76 3.68 1430 3.9 417 593 116 6625 95 2563 245 29 315
A-8 1790.75 153 1087 3.30 1997 39 3.80 599 047 48.14 5 1420 45 30.5 34
A9 542815 190 883 173 2004 16 424 483 2705 4348 23 21.42 30 31 35
A-11 535 150 7.69 214 1130 16 6.43 552 1435 4503 24 17.99 29 30.5 34
A-12 5775 157 497 257 1232 1.8 647 549 13 5176 22 1937 295 30 34.5
A-13 1278.75 156 9.695 259 2282 39 6.54 597 0475 42.44 9 18.10 29 30.5 36
A-14 1511.03 165 1086 268 1030 45 359 554 098 5072 10 2413 945 30 335
A-15 1564215 2.04 1228 292 1866 2.8 352 504 098 6056 18 42.52 28 315 345
A-16 452685 1.83 7.625 1.94 44.86 09 403 453 2105 61.08 285  17:35 30 30 33
A-17  1149.005 1.42 9895 246 2342 18 671 593 1585 4451 @ 12 1994 955 285 345
A-18 927 187 9835 263 1208 22 359 458 2155 5280 16 2467 285 28 34
A-19 990.69 159 9395 256 3258 22 496 550 111 5072 21 3L.09 775 31 35
A-22 219029 255 16.365 3.36 2022 2.6 328 443 1125 3985 145 4470 23 27 30.5
Cont.
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Cont.
A-23
A-24
A-25
A-26
A-27
A-28
A-29
A-30
A-31
A-32
A-33
A-34
A-35
A-36
A-37
A-39
A-41
A-42
A-43
A-44
Cont.

467.625
1151.065
1701.315

894.335
1744.065

1655.19
2398.465
1083.315

561.625

562.125

1799.25

2384.96

602.435

1276.5

1519.41
1337.565
2111.855
1208.125

376.31

1123.25

141
1.54
1.48
1.73
1.50
1.58
2.08
1.64
1.52
1.63
1.82
2.29
1.59
1.63
1.69
2.45
2.33
2.53
1.48
1.11

7.47
9.93
13.495
9.205
10.59
13.875
12.45
10.03
7.755
7.82
11.68
15.905
7.865
10.615
10.575
13.45
13.75
12.925
6.67
7.195

1.86
2.58
2.63
2.45
3.09
2.83
2.74
2.66
2.28
2.12
2.61
3.25
2.28
2.23
3.97
6.13
3.50
2.32
2.13
3.58

11.92
17.46
22.69
16.88
18.44
19.37
12.14
20.60
24.02
20.57
15.50
24.42
14.61
15.08
17.73
20.02
19.39
22.31
20.39
14.75

1.7
2.8
3.1
2.0
3.7
4.8
2.4
3.3
1.9
1.4
4.0
2.9
2.0
4.4
3.6
2.8
2.5
2.5
1.7
3.0

7.17
5.01
5.10
5.32
5.40
5.18
4.92
5.22
6.57
5.44
4.04
3.90
5.72
4.02
4.28
3.10
4.98
3.21
8.06
6.62

5.72
6.18
4.86
5.27
6.12
5.68
4.74
4.70
5.62
5.50
5.91
4.85
5.42
5.94
5.01
4.85
4.58
4.92
5.57
6.51

41

1.575
0.9
0.96
1.3
0.905
1.14
1.805
1.62
1.145
1.12
0.49
1.19
1.85
0.325
1.055
1.555
1.3
0.945
1.955
1.035

48.14
53.83
51.76
59.52
48.14
52.28
91.10
53.83
42.96
40.37
47.10
54.35
46.07
4451
55.38
50.72
51.24
51.24
48.65
53.83

22
10
10.5
12

13.5
16
13
18
15
8.5
11

245

10.5
7.5

15.5

15.5
19
17

15.20
17.08
26.00
17.01
20.07
31.69
38.93
22.67
16.84
12.13
25.15
37.13
21.68
13.05
10.54
32.95
37.66
34.66
7.00
16.10

245
26
275
26.5
27
28
27
28.5
29
30.5
26.5
27
30
29
26.5
26.5
235
30.5
29
235

29
28
29
295
31
30.5
31
295
315
31
31
32
315
32
33
285
29
33
30.5
26

32,5
33
325
335
34
355
34.5
335
35.5
36.5
34.5
36.5
35
355
38.5
33
33.5
36.5
34.5
29



Cont.

A-45 2654065 227 16.87 3.0 21.77 37 428 302 593 388 115 4430 23 28 32
‘Amaral” 17781 236 9.76 3.75 3343 40 796 605 111 5021 6 15.29 23 24 27.5
‘Mand.”  1813.96 119 944 621 2942 31 815 58 1325 5849 125 2675 23 27 31
‘Natal’  1367.285 1.36 8.935 350 2811 4.8 802 596 0.685 4503 55 12.65 23 25 31

PMF: peso médio dos frutos (g), IFF: indice de formato do fruto (cm), C.I.: Cavidade Interna (cm), E. P.: Espessura de polpa (cm), F. P.: Firmeza de
Polpa(N), PS: peso de 100 sementes (g), SS: sélidos sollveis (° Brix), Ac.: Acidez titulavel (%), Vit C.: Vitamina C (mg/100g), P. Total: Peso Total (g),
NTF: nimero total de frutos, Prod.: Produtividade (t/ha), Flor. M: florescimento masculino (dias), Flor. F: florescimento feminino (dias), FRUT.:

frutificagdo (dias).
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Na Tabela 6, observa-se a contribuic&o relativa de cada caracteristica para
a divergéncia genética. O indice de formato do fruto foi a caracteristica que mais
contribuiu para a divergéncia genética com 27,5%, a segunda e a terceira variaveis
gue mais contribuiram foram o diametro longitudinal com 11,5% e produtividade
com 10,4%. Estes resultados evidenciam a assertiva notoria na literatura
internacional de que o meloeiro é a espécie que tem maior polimorfismo nos frutos
como formato, tamanho e peso (LOPES et al., 2008; TORRES FILHO, 2008;
ARAGAO, 2010, NEITZKE et al., 2009).

Os resultados apresentados sdo de grande importancia pratica em futuros
programas de melhoramento, podendo-se ter informagdes de como e quais
caracteristicas contribuirdo para a divergéncia genética entre 0s genitores,
diminuindo-se assim o nimero de caracteristicas avaliadas, ou incluindo outras que

poderdo contribuir de forma mais eficiente para o sucesso da obtencao de hibridos.

Tabela 6 — Contribuicéo relativa de 18 descritores fenotipicos para a divergéncia
genética entre acessos de meloeiro, utilizando o método de SINGH (1981).
Mossor6-RN, UFERSA, 2010

Caracteristicas Sj.t Valor em %
Peso médio do fruto (g) 5833,04 4,62
Diametro longitudinal (cm) 14501,79 11, 58
Diametro transversal (cm) 4166,92 3,30
indice de formato (cm) 34715,99 27,52
Cavidade Interna (cm) 11041,97 8,75
Espessura Polpa (cm) 2304,14 1,83
Firmeza Polpa (N) 5408,24 4,28
Peso sementes (g) 9840,20 7,80
Solidos sollveis(°Brix) 7368,65 5,84
pH 5490,06 4,35
Acidez (% ac. Citrico) 1465,74 1,16
Vitamina C (mg/100g) 1091,29 0,86
Peso total (g) 545,68 0,43
NUmero Total de Frutos 1653,17 1,31
Produtividade 13177,50 10,45
Florescimento masculino (dias) 3408,57 2,70
Florescimento feminino (dias) 44,43 0,03
Frutificacdo (dias) 4091,45 3,24

S.j.l: contribuicdo relativa de cada varidvel, g: grama, cm: centimetro, N: Newton,
mg: miligrama.
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Para a cultura do meldo, os descritores mais importantes sédo aqueles
relacionados a producdo e qualidade dos frutos. O ideal é que se tenha pelo menos,
alta produtividade (superior a 25 t.ha™), tamanho do fruto adequado as preferéncias
do mercado para cada tipo de meldo, elevada firmeza de polpa, caracteristica
relacionada ao tempo de vida util pds-colheita, e elevado valor de sélidos solUveis
totais, principal descritor da qualidade do meloeiro (NUNES et al., 2006 ).

Os acessos de meldo foram agrupados com utilizacdo do método de Tocher
(Tabela 7), a partir da matriz de distancias de Mahalanobis entre varidveis
guantitativas, em 10 grupos. O primeiro foi formado pelos acessos A-11, A-35, A-
12, A-32, A-31, A-43, A-23, A-26, A-19, A-17, A-30, A-1, A-15, A-9, A-18, A-5,
A-24 e A-13. O segundo grupo, pelos acessos A-6, A-33, A-7, A-14, A-27, A-8, A-
3, A-37, A-28 e A-36. O terceiro grupo foi composto pelos acessos A-22, A-41, A-
34 e A-45. O quarto grupo foi constituido pelos hibridos ‘Amaral’, ‘Natal’,
‘Mandacaru’ e 0 acesso A-44. O quinto grupo foi formado pelos acessos A-39 e A-
42. Os demais grupos foram constituidos por apenas um acesso, quais sejam: A-2,
A-29, A-25, A-4 e A-16.

Tabela 7 — Grupos de acessos formados pelo critério de Tocher a partir das
distancias generalizadas de Mahalanobis. Mossor6-RN, UFERSA, 2010

Grupo Acesso

I A-11 A-35 A-12 A-32 A-31 A-43 A-23 A-26 A-19 A-17
A-30 A-1 A-15 A9 A-18 A5 A-24 A-13

I A-6 A-33 A-7 A-14 A-27 A-8 A-3 A-37 A-28 A-36

i A-22 A-41 A-34 A-45

v ‘Amaral’ ‘Natal”’ A-44 ‘Mandacaru’
\ A-39 A-42

Vi A-2

Vil A-29

VIl A-25

IX A-4

X A-16
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A andlise do dendograma (Figura 5) permitiu verificar a formacéo de
quatro grupos quando se considerou como ponto de corte 50% de dissimilaridade.

O grupo 1 formado por alguns acessos e 0s hibridos, esta dividido em dois
subgrupos onde o primeiro esta formado pelos acessos A-1, A-17, A-26, A-13, A-
11, A-35, A-12, A-31, A-43, A-32, A-23, A-19, os acessos desse subgrupo
apresentaram caracteristicas semelhantes de seus frutos como nimero de frutos
variando de 8 a 25 frutos por parcela, pesando de menos de 1 kg , apenas 0s
acessos A-13 e A-14 que apresentou alguns gramas a mais, indice de formato
ficando em torno de 1,5. Considerando a classificagdo de Paiva (2000), os acessos
possuem frutos com formato oval, dias para frutificagdo ficando entre 34 e 36 dias,
cor de casca e cor de polpa branca ou creme; O outro subgrupo constituido pelos
acessos A-44 e os hibridos: Mandacaru, Natal e Amaral, onde o agrupamento dos
hibridos era esperado ja que sdao melGes amarelos, tem caracteristicas morfolégicas
bem semelhantes e os hibridos Natal e Amaral s&o de mesma empresa.

O grupo 2 foi formado pelos acessos A-3, A-8, A-6, A-33, A-7, A-14, A-
24, A-27, A-37, A-28, A-35, A-4, esses acessos se agruparam por caracteristicas
semelhantes de seus frutos, como cor de polpa verde ou esverdeada e cor de casca
verde ou verde amarelada, frutos pesando de 1kg a 3kg , indice de formato superior
a 1,5, considerando essa classificacdo, os acessos possuem frutos com formato
comprido.

O grupo 3 também esta dividido em 2 subgrupos, onde o primeiro agrupou
0s acessos A-2, A-39, A-22, A-45, esses acessos apresentam caracteristicas de cor
de polpa branca e cor de casca creme ou verde, frutos pesando de 1,5 kg a 3kg,
com formato comprido de seus frutos; O segundo subgrupo agrupou 0s acessos A-
5, A-15, A-41, A-18, A-34, A-29, A-9, A-42, A-25, esses acessos apresentam
caracteristicas como numero de frutos variando de 11 a 23 frutos por parcela, de
cor de polpa branca e cor de casca creme ou amarela, frutos pesando de 1kg a 2kg,
com formato comprido. O grupo 4 formado apenas pelo acesso A-16, acesso esse
com caracteristicas de cor de casca amarelo forte, cor de polpa branca, fruto
pesando 500g, bastante prolifero com 32 frutos por parcela e com ramas bem

longas, chegando a invadir as outras parcelas do experimento.
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A correlagdo cofenética, medida que estabelece uma associagdo entre a
matriz de similaridade ou dissimilaridade com o dendograma gerado através desta,
ou seja, compara as reais distancias obtidas entre os acessos com as distancias
representadas graficamente sujeitas ao acumulo de erros, foi estimada em 0,67**
esse valor implica em boa confiabilidade entre as distdncias nas matrizes e o
agrupamento dos gendtipos no dendograma.

Os métodos de agrupamento de Tocher e o hierarquico concordaram
parcialmente quanto aos grupos formados, pois em ambos, 0 acesso A-16 ficou
separado dos demais acessos, 0 grupo 1 e o grupo 2 coincidiu parcialmente. Essa
diferenca parcial de agrupamento se deve evidentemente aos critérios adotados nos
dois métodos

Para a escolha de genitores, recomenda-se a utilizagdo de genotipos
pertencentes a grupos diferentes, para teoricamente garantir mais heterose em

caracteristicas importantes.
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Figura 5 — Andlise de agrupamento dos 43 gendtipos de meldo por meio dos
descritores do fruto, obtida pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando a
distancia de Mahalanobis. Mossor6-RN, UFERSA, 2010
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4.2. CARACTERIZAGAO MOLECULAR

4.2.1 Marcador RAPD

De acordo com os dados gerados pela amplificacdo, foram identificados
144 marcadores RAPD, destes 139 foram polimérficos e apenas 5 monomorficos.
A média de alelos polimorficos foi de 10,28 alelos por primer. O maior nimero de
alelos foi gerado pelo primer OPO-07 e 0 menor nimero de alelos pelo OPC-13. O
OPO-07 amplificou 4 alelos polimérficos, enquanto que com OPC-13 e OPC-05
foram amplificados 14 e 13 alelos polimoérficos, respectivamente. Os fragmentos
polimérficos RAPD foram selecionados para analise de acordo com a intensidade
da banda no gel, exemplo de boa amplificacdo é mostrado na Figura 6, com o
primer OPF-02.

Figura 6 — Gel de agarose 1,5% contendo fragmentos de DNA amplificados com o
marcador RAPD OPF-02 a partir do DNA de alguns acessos de meloeiro. As
canaletas 1 e 17 apresentam o padrdo do marcador de peso molecular de 100 pares
de base. As canaletas 2 a 16 e 18 a 36, representam amostras de diferentes acessos
de meldo. Mossor6-RN, UFERSA, 2010

Buso et al. (2002) analisando 38 acessos de meldo, com emprego de 22
primers obteve 63 alelos polimérficos, com a média de 3 alelos por primer.

Stepansky et al. (1999) analisou 54 acessos de meldo, com 14 primers RAPD
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obteve 97 alelos, com 70% sendo polimoérficos, com média de 6,9 alelos por
primer, também inferior ao presente trabalho. Luan et al. (2008) analisando 68
acessos com 17 primers RAPD obteve uma média de alelos por loco de 1,9. Staub
et al. (2004) analisou 17 acessos de meldo, com 24 primers RAPD, obteve 65
alelos polimérficos, com média de 2,4 alelos por primer. Todos esses autores
encontraram nivel de polimorfismo bem menor que o encontrado no presente
trabalho.

Os acessos de meldo foram agrupados em 13 grupos conforme o método de
Tocher a partir da matriz de dissimilaridade gerada com as marcas de RAPD
(Tabela 8). O primeiro grupo foi formado pelos acessos A-11, A-12, A-43, Natal,
A-14, A-13, A-2, A-5, A-3, A-7, Mandacaru, Amaral, A-6, A-4, A-24, A-32, A-23,
A-42, A-27, A-15, A-16, A-39 e A-41; e o0 segundo grupo pelos acessos A-19, A-
22, A-29, A-30, A-31. Nestes dois grupos, como era esperado, foram alocados o
maior nimero de acessos. Os demais acessos foram divididos em grupos formados

por dois acessos ou apenas por um acesso.

Tabela 8 — Grupos de acessos formados pelo critério de Tocher a partir das
distancias generalizadas de Mahalanobis a partir dos dados de RAPD. Mossoro-
RN, UFERSA, 2010

Grupo Acesso

| A-11 A-12 A-43 ‘Natal’ A-14 A-13 A-2 A5 A3 A7
‘Mandacaru’ ‘Amaral’ A-6 A-4 A-24 A-32 A-23 A-42 A-
27 A-15 A-16 A-39 A-41

I A-19 A-22 A-29 A-30 A-31

i A-33 A-34

v A-35 A-36

\ A-17 A-26

VI A-9 A-37
VI A-44
VIII A-28
IX A-45
Cont.
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Cont.

X A-25
Xl A-1
Xl A-8

XMl A-18

A anélise do dendograma (Figura 7) permitiu verificar a formacéo de 32
grupos quando se considerou um ponto de corte com 50 % de dissimilaridade. A
correlagdo cofenética foi estimada em 0,77**, valor que evidencia elevada
confiabilidade entre as distancias nas matrizes e o agrupamento dos genotipos no
dendograma.

O grupo 1 foi formado pelo acesso A-1, o grupo 2 pelo A-4, o grupo 3 pelo
A-44, o grupo 4 apresenta dois acessos, 0 A-2 e 0 A-3. No grupo 5 foram alocados
os trés hibridos avaliados. O agrupamento dos hibridos em um mesmo grupo era
esperado em razdo de serem materiais melhorados com frutos de excelente
qualidade e uniformes quanto ao tamanho, cor de epicarpo e mesocarpo, bem como
produtividade. Os hibridos ‘Natal’ e o ‘Amaral’ por ser da mesma empresa e,
muito provavelmente, devem apresentar 0 mesmo background genético,
justificando perfeitamente a sua aloca¢do no mesmo grupo em todas as situacdes.

O grupo 6 foi formado pelos acessos A-5, A-6, A-7, o grupo 7 foi formado
pelos acessos A-11, A-12 e A-43, o grupo 8 foi formado pelo acessos A-13 e A-14,
0 grupo 9 formado pelos acessos A-23 e A-24, o grupo 10 formado pelos acessos
A-31 e A-32, o grupo 11 formado pelo acesso A- 35, o grupo 12 pelo A-36, o
grupo 13 formado pelos acessos A- 15 e A-16, o grupo 14 pelo acesso A-45, o
grupo 15 pelo acesso A- 39, o grupo 16 pelo acesso A-42, o grupo 17 pelo acesso
A- 41, o grupo 18 pelo acesso A-28, o grupo 19 pelo acesso A- 33, o grupo 20 pelo
acesso A- 34, o grupo 21 pelo acesso A-19, o grupo 22 pelo acesso A- 22, 0 grupo
23 pelo acesso A-27, o grupo 24 pelo acesso A- 29, o grupo 25 pelo acesso A- 30,
0 grupo 26 pelo acesso A-9, o grupo 27 pelo acesso A- 37, 0 grupo 28 pelo acesso
A-17, 0 grupo 29 pelo acesso A- 26, o grupo 30 pelo acesso A- 25, o grupo 31 pelo
acesso A-8, o grupo 32 pelo acesso A- 18, nestes 0s acessos apresentaram-se de

forma isolada.
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O dendograma obtido demonstra coeficientes dissimilaridade variando de
36% a 100%. Gontijo et al. (2005) estudou variabilidade em 141 linhagens de
meldo e encontrou coeficientes de similaridade entre 60% e 90% usando 17
marcadores RAPD, Luan et al. (2008) também utilizando 17 primers RAPD em 68
acessos encontrou coeficiente variando entre 50 e 90%. Staub et al. (2004)
analisou 17 acessos de meldo da Grécia e obteve um coeficiente de similaridade de
13% a 60%. Buso et al. (2002) analisando 38 acessos de meldo, com emprego de
22 primers obteve coeficiente de similaridade de 53 a 98%, mostrando que nosso
estudo apresenta grande variabilidade genética, provavelmente porque utilizou-se
materiais bem divergentes, pela existéncia de grande numero de acessos de

diferentes origens.
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Figura 7 — Andlise de agrupamento dos 43 gendtipos de meldo por meio de
marcador RAPD, obtida pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando a
distancia de Mahalanobis. Mossor6-RN, UFERSA, 2010

Os métodos de agrupamento de Tocher e o hierarquico ndo concordaram
guanto aos grupos formados, apenas os acessos A-2, A-3, Natal, Amaral,
Mandacaru, A-5, A-7, A-6, A- 11, A-12, A-43, A-13, A-14, A-23, A-24, A-31, A-

32, A-15, A-16, que se agruparam no primeiro grupo no método de Tocher,
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agruparam no método hierarquico, sendo que em grupo diferentes. Os demais

acessos formaram grupos isolados no método hierarquico.

4.2.2 Marcador Microssatélite

Quando foi utilizado o marcador microssatélite, 0 método de Tocher
distribuiu os 43 acessos em 11 grupos, conforme observado na Tabela 9.

O grupo 1 concentrou 25% dos acessos e 0s trés hibridos (A-2, A-27, A-29,
A-44, ‘Mandacaru’, A-28, A-45, A-13, A-42, ‘Natal’, A-22, A-43, ‘Amaral’). O
grupo 2 foi formado pelos acessos A-8, A-24, A-11, A-15, A-9, A-19, A-25, A-34
e A-12. O grupo 3 foi formado pelos acessos A-14, A-23, A-31, A-35, A-30, A-16,
A-17. O grupo 4 foi formado pelos acessos A-4, A-7, A-5, A-3, A-1. O grupo 5 foi
formado pelos acessos A-36, A-37, A-26. Os demais grupos foram formados

apenas por um acesso.

Tabela 9 — Grupos de acessos formados pelo critério de Tocher a partir das
distancias generalizadas de Mahalanobis a partir dos dados de SSR. Mossoré-RN,
UFERSA, 2010

Grupo Acesso

| A-2 A-27 A-29 A-44 ‘Mandacaru’ A-28 A-45 A-13 A-42
‘Natal’ A-22 A-43 ‘Amaral’

I A-8 A-24 A-11 A-15 A-9 A-19 A-25 A-34 A-12

Il A-14 A-23 A-31 A-35 A-30 A-16 A-17

v A4 A-7T A5 A3 A-l

\Y A-36 A-37 A-26
VI A-39
\1 A-18
VIl A-6
IX A-32
X A-33
Xl A-41
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Nas andlises com microssatélite, testaram-se quinze marcadores, destes,
onze foram polimdrficos, apenas um monomorfico, dois apresentaram padrdo de
bandas ndo evidentes e um ndo gerou produtos de amplificacdo. Este alto nivel de
polimorfismo dos marcadores era esperado, haja vista que os mesmos foram
escolhidos dentre os marcadores do trabalho de Chiba et al. (2003). Os fragmentos
polimorficos SSR foram selecionados para analise de acordo com a intensidade da
banda no gel, exemplo de boa amplificagdo é mostrado na Figura 7, com o primer
CMMS 30-3.

SEELEE

| cMMS30-3 |
(271pb) :

Figura 8 - Gel de poliacrilamida contendo fragmentos de DNA amplificados com o
marcador CMMS 30-3, a partir do DNA de alguns acessos de meloeiro. M:
marcador de peso molecular de 50 pares de base. Mossor6-RN, UFERSA, 2010.

A média de alelos polimoérficos foi de 4,82 alelos por primer, com tamanho
variando de 100 a 495 pb. O maior nimero de alelos foi gerado pelo primer
CMMS 4-3 e 0 menor nimero de alelos pelo CMMS 34-10. O CMMS 4-3
amplificou oito alelos polimoérficos, enquanto que 0 CMMS 34-10 amplificou dois
alelos polimdrficos. Lopez-Sesé et al. (2002) analisando 15 acessos de meldo com
8 primers SSR, obtiveram uma média de 2,87 alelos por primer. Daning-poleg et
al. (2001) analisando 13 acessos obtiveram uma média de 3,5 alelos por primer.
Origens diferentes e variacBes botanicas nos acessos utilizados no trabalho
permitiram a detecc¢éo de um numero elevado de alelos, confirmando o alto grau de
variabilidade genética.
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O trabalho de Chiba et al. (2003), tomado como base para os primers SSR
de meldo, também apresentou nimero de bandas inferior, pois a deteccdo de
polimorfismo foi efetuada em gel de agarose, o que dificulta a discriminacdo de
fragmentos que se diferenciam por poucos pares de bases, diferente do nosso
trabalho, o qual foi realizado com gel de poliacrilamida.

O dendograma obtido demonstra coeficientes de dissimilaridade variando
de 0% a 100%, formando sete grupos (Figura 9) quando se considerou uma
distancia relativa de 50 % no ponto de corte. Escribano et al. (2008) analisando 23
acessos com 19 primers SSR observaram 72 alelos polimoérficos e coeficiente de
similaridade variando de 24% a 98%. Daning-poleg et al. (2001) analisando 13
acessos obtiveram o coeficiente variando de 12,9% a 90%. Lopez-Sesé et al.
(2002) obtiveram um coeficiente variando e 0 a 41%. Com isso, mostrando a ampla
variabilidade genética dos acessos do banco de germoplasma da UFERSA por
meio da diversidade genética molecular.

Dentre os grupos formados, apenas um grupo apresentou somente um
acesso, que foi o A-32. O primeiro grupo foi formado pelos acessos: A-1, A-3, A-
4, A-5, A-7, coincidindo com o agrupamento de Tocher. O segundo grupo foi
formado pelos acessos A-18 e A-4. O terceiro grupo foi formado por dois
subgrupos também, um formado apenas pelo acesso A-33 e 0 outro pelos acessos:
A-2, A-27, A-44, A-13, A-29, Mandacaru, A-22, Amaral, A-28, A-45, Natal; O
quarto grupo foi formado pelos acessos: A-6, A-12, A-17, A-14, A-23, A-43, A-35,
A-31, A-30, A-16, coincidindo com o agrupamento de Tocher, apenas 0 acesso A-
43 ndo se agrupou; O quinto grupo formado pelos acessos: A-26, A-36, A-37, A-
42, A-39, coincidindo com o agrupamento de Tocher apenas os acessos A-26, A-36
e A-37; O sexto grupo formado pelos acessos: A-8, A-24, A-19, A-9, A-15, A-11,
A-25, A-34, coincidindo com o agrupamento de Tocher, exceto a 0 acesso A-12 e 0
sétimo grupo formado pelo acesso A-32, coincidindo com o agrupamento de
Tocher.

Uma observagdo interessante pode ser visualizada com relacéo a distancia
genética entre 0s acessos, A-2 e A-27, A-29 e A-44, A-8 e A-24, A-11 e A-15, A-
13 e ‘Mandacaru’, A-14 e A-35, A-16, A-23 e A-43, A-28, ‘Amaral’ e A-45, pois a
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mesma foi zero. Esta estimativa é consequéncia do mesmo padrdo de bandas
apresentado por ambos 0s acessos para todos os marcadores polimdrficos. Este
poderia ser um tipico caso de duplicacdo de acessos, no entanto as plantas sdo
diferentes. Assim sendo, uma nova avaliagdo, com novos microssatélites,
provavelmente possibilitara discriminar os referidos acessos.

Do mesmo modo que o0 agrupamento com base em descritores do fruto, e
com o0s marcadores RAPD, o dendograma feito a partir de marcadores
microssatélites obteve alto valor cofenético de 0,78**, uma boa concordancia com

os valores de similaridade genética.

0 20 40 60 80 100 120
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Figura 9- Analise de agrupamento dos 43 genétipos de meldo por meio de
marcador SSR, obtida pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando a
distancia de Mahalanobis. Mossor6-RN, UFERSA, 2010.

As correlagdes entre as medidas de divergéncia genética utilizando o teste
de Mantel (MANTEL, 1967), obtidas pelos diferentes estimadores de divergéncia
genética a partir dos caracteres morfoldgicos e moleculares, encontram-se inseridas
na Tabela 10.
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Tabela 10: Correlagdo entre a divergéncia genética estimada através da
caracterizacdo morfolégica e molecular (SSR, RAPD) pelo teste Z de Mantel.
Mossoro-RN, UFERSA, 2010.

Morfologica RAPD SSR
Morfoldgica -0, 003™ -0, 009™
RAPD 0,170 **

SSR

ns: ndo significativo, ** : significativo a 1% de probabilidade pelo teste de Mantel baseado
em 1000 simulagdes.

A correlacdo entre as estimativas da divergéncia genética avaliada por
meio de caracteres moleculares RAPD e SSR (r = 0,170**) foi significativa. No
entanto, devido a sua baixa magnitude, indica que sdo medidas complementares,
sugerindo gue os conjuntos de dados obtidos com RAPD e SSR apresentam alguma
afinidade. Sendo assim, a utilizacdo de uma estimativa ndo substitui a necessidade
de se avaliar a outra.

Este resultado é condizente com o0s de varios autores, que também
obtiveram coincidéncias na caracterizagdo da diversidade genética de germoplasma
por diferentes marcadores (OLIVEIRA, 2005; SILVA, 2006).

Para Faleiro et al. (2001), o nimero e a reprodutividade das marcas sao 0s
principais fatores que afetam a associagdo entre marcadores, mas, quando ela
ocorre, pode-se esperar que ambos devam ser eficientes na classificacdo dos
acessos. Essas consideracOes justificam a baixa concordancia, uma vez que a
comparagdo foi efetuada com os conjuntos de dados gerados por 53 e 139 bandas
polimoérficas de SSR e RAPD, respectivamente. Pode-se entdo supor que esses
marcadores sejam complementares, uma vez que o RAPD, um marcador
dominante, e 0 SSR, codominante, conseguiram realizar uma amostragem eficiente
da diversidade.

No caso da comparacdo dos agrupamentos gerados com as dissimilaridades
genéticas e as morfoldgicas para os acessos, ndao foi observada nenhuma
concordancia, tanto pelos marcadores RAPD quanto pelos SSR, (RAPD com r = -
0,00252 e SSR com r = - 0,00986) como observado também por OLIVEIRA

(2005) em germoplasma de acai e Koehler-Santos et al. (2003) em germoplasma
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de citrus. Tais resultados permitem sugerir que a diversidade genética como o teste
de Mantel demonstrou que o conjunto de informagdes obtidas entre os marcadores
moleculares, seja RAPD ou SSR, e os descritores morfoldgicos foram plenamente
discordantes, ndo oferecendo suporte para extrapolar os resultados de um conjunto
de dados para outro. Tais resultados estdo dentro do esperado, pois 0s marcadores
moleculares baseiam-se em fragmentos aleatérios do DNA genbémico. Logo, a
possibilidade dos fragmentos analisados estarem associados aos caracteres
morfol6gicos estudados é minima, pois esses caracteres sdo quantitativos e devem
envolver varios genes. Com base neste argumento, pode-se pressupor que a
diversidade genética avaliada pelos marcadores moleculares seja mais facil de ser
detectada do que aquela medida por esses caracteres, que neste estudo é
representada pelo fen6tipo, ou seja, sofre a influéncia do ambiente e do genotipo, ai

a auséncia de correlagdo entre essas dissimilaridades.

56



5 CONCLUSOES

- Os marcadores morfoldgicos, RAPD e SSR foram satisfatérios em permitir a
deteccdo de polimorfismo entre 0s acessos e cultivares avaliados;

- Os métodos de agrupamento de Tocher e o hierarquico UPGMA concordaram
parcialmente nas caracterizagfes morfologica e molecular;

- O marcador RAPD foi mais discriminante em relacdo ao microssatélite porque
dividiu os acessos em mais grupos;

- Existe alta variabilidade genética entre os acessos do banco de germoplasma da
UFERSA.

- As correlagdes entre os marcadores RAPD e SSR sdo complementares na
explicacdo da diversidade genética, mas, ambos sdo discordantes em relacdo a
diversidade fenotipica.
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