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Analise da variabilidade genética de linhagens de
melao do tipo pele de sapo utilizando marcadores
SSR e ISSR
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Resumo — Nas ultimas duas décadas, o agronegécio do melédo no Brasil
teve um crescimento de mais de 800%. Dentro deste mercado, a variedade
tipo pele de sapo representa, atualmente, de 15% a 18% da area plantada.
Estudos de variabilidade genética que utilizam marcadores moleculares auxi-
liam programas de melhoramento, possibilitando a selecéo de linhagens pa-
rentais para a obtengdo de popula¢des com efeitos heteréticos significativos
e hibridos superiores. Com esse objetivo, 58 linhagens de meléo do tipo pele
de sapo foram analisadas utilizando-se marcadores SSR e ISSR. A separa-
¢ao dos fragmentos SSR foi realizada por meio de eletroforese vertical em
gel de poliacrilamida 5% e coloragdo com nitrato de prata e a dos fragmen-
tos ISSRs, em eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo. Os marcadores SSR amplificaram um total de 45 alelos
para os 58 genotipos, enquanto que os marcadores ISSR amplificaram 74
bandas polimoérficas. Os dendrogramas gerados por ambos os marcadores
(SSR e ISSR) apresentaram resultados satisfatorios, permitindo-se sugerir
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maior heterose pelo cruzamento entre linhagens dos principais grupos diver-
gentes, e a utilizacdo das linhagens 43, 1 e 25, provavelmente, aumentara a
variabilidade alélica no programa de melhoramento de meloeiro da Embrapa.

Termos para indexagao: SSR, ISSR, Cucumis melo L.

Genetic diversity of pele de sapo type melon lines as revealed by SSR
and ISSR markers

Abstract — Melon agribusiness in Brazil increased by over 800% in recent two
decades. Within this market, the pele de sapo-type is currently grown in 15%
to 18% of the planted area. Genetic variability studies with molecular markers
can assist in breeding programs, allowing the selection of parental lines to
obtain populations with significant heterosis and superior hybrids. For this, 58
melon lines of pele de sapo-type were analyzed using SSR and ISSR mark-
ers. The separation of SSRs fragments was performed by vertical electropho-
resis on 5% polyacrylamide gel and silver staining, and the ISSRs fragments
by horizontal electrophoresis on 1.5% agarose gel stained with ethidium bro-
mide. The SSR markers amplified a total of 45 alleles for the 58 genotypes,
whereas ISSR markers amplified 74 polymorphic bands. The dendrograms
generated by both markers (SSR and ISSR) showed satisfactory results al-
lowing to suggest a higher heterosis by crossing lines of the two main different
groups, and the use of the lines 43, 1, and 25 is likely to increase the allelic
variability in the melon breeding program of Embrapa.

Index terms: SSR, ISSR, Cucumis melo L..
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Introducao

O melao é um fruto que tem grande representatividade no mercado inter-
nacional da fruticultura, especialmente no Brasil, onde grande parte da pro-
ducéo é destinada a exportagdo. Segundo dados da FAO (2012), nas ultimas
duas décadas, o agronegécio do meldo no Brasil teve um crescimento de
mais de 800%, gerando muitos empregos, sobretudo na regido Nordeste, que
apresenta condigdes edafoclimaticas favoraveis a produgao do fruto, sendo
a principal regido produtora do Pais, contribuindo com mais de 90% da pro-
dugao nacional.

O desenvolvimento de cultivares de meldo mais adaptadas as regides do
semiarido, que apresentem resisténcia ou tolerancia as principais pragas e
doencas, e produzam frutos de qualidade superior, com alto teor de sdlidos
soluveis, polpa firme e espessa e maior conservagao pds-colheita, aumenta a
competitividade do fruto brasileiro no mercado internacional e tem represen-
tado uma demanda cada vez maior no agronegadcio nacional.

A selecao de individuos superiores em programas de melhoramento pode
ser feita de forma indireta por meio do uso de marcadores moleculares as-
sociados as caracteristicas de interesse. Além dessa aplicagao, marcadores
moleculares podem ser Uteis em analises de variabilidade genética que auxi-
liam na identificagcdo de parentais divergentes, orientando os melhores cruza-
mentos, visando a obtengado de descendentes com alta variabilidade genética
e efeitos heteroticos significativos, além de hibridos superiores.

No melhoramento genético de plantas cultivadas, a quantificagdo da diver-
géncia genética pode auxiliar o melhorista na escolha das linhagens a serem
utilizadas em cruzamentos de um programa de melhoramento, de forma a
maximizar as diferengcas genéticas e a combinagado de genes de interesse.
Nesta selecéo procura-se, normalmente, genitores com maior distancia ge-
nética com a finalidade de recombinar genes ou complexos génicos em no-
vas combinacodes favoraveis (Freitas e Bered, 2003).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade
genética de 58 linhagens parcialmente endogédmicas de melédo do tipo pele
de sapo, oriundas da Embrapa Hortaligas, utilizando marcadores moleculares
SSR (Simple Sequence Repeats) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats),
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a fim de auxiliar na definicdo de cruzamentos para obtengcdo dos melhores
hibridos e com maior heterose.

Material e Métodos

O material selecionado para a analise da variabilidade genética con-
sistiu de 58 linhagens de meldo do tipo pele de sapo parcialmente endoga-
micas em S4, do programa de melhoramento da Embrapa Hortaligas, obtidas
pelo método SSD (Single Seed Descent), a partir de populagdo F2. A selegao
partiu de um grupo de linhagens e foram avaliados caracteres de vigor, resis-
téncia as pragas e doengas, e qualidade de fruto na regidao Nordeste.

Foram coletadas folhas de plantulas, e o DNA gendémico foi extrai-
do utilizando-se o protocolo de extragao CTAB 2% (Ferreira e Grattapaglia,
1998; Buso, 2005). Para verificar a quantidade e qualidade, o DNA foi quan-
tificado por meio de eletroforese horizontal em gel de agarose 1%. Para a
realizagdo das reacdes de PCR, tanto para marcadores SSR quanto para
marcadores ISSR, foram utilizados 3 uL de DNA a aproximadamente 3 ng/uL;
3 L de primer (oligonucleotideos desenhados para serem complementares
a sequéncia alvo) a 0,9 uyM para marcadores SSR e 1,2 uM para marcadores
ISSR; e 7 uL de mix (Marcadores SSR: 2,65 yL de agua; 1,3 yLde dNTP a 2,5
UM cada; 1,3 yL de BSA a 2,5 ng/mL; 1,3 pyL de tampé&o 10x (100 yM Tris-HCI
pH 8,3; 500 uM KCl); 0,25 uL de MgCI2 50 uyM e 0,2 pL de Taq DNA polime-
rase a 5,0 U/uL.; Marcadores ISSR: 2,59 uL de agua; 1,3 yL de dNTP a 2,5
pMM; 1,3 uL de BSA a 2,5 ng/mL; 1,3 pL de tamp&o 10x (100 yM Tris-HCI pH
8,3; 500 uM KCI); 0,25 yL de MgCI2 50 mM e 0,26 yL de Tag DNA polimerase
a 5,0 U/uL.), totalizando 13 uL de reacao.

Para os marcadores SSR, os primers utilizados foram desenvolvidos
por Ritschel et al. (2004) e Ohse et al. (2005). As PCRs foram realizadas em
termociclador simples de um bloco, Veriti 96 well (Applied biosystems) e as
condicdes de amplificagdo foram as seguintes: um ciclo inicial de 5 minutos a
94°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto na temperatura de
anelamento (otimizada para cada primer, variando de 52 a 60°C), e 1 minuto
a 72°C, seguidos de um ciclo final de 10 minutos a 72°C. A separacao dos
fragmentos foi realizada por meio de eletroforese vertical em gel de poliacrila-
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mida 5%, coloragdo com nitrato de prata (AgNO3) e revelagdo com carbonato
de sédio anidro (Na2CO3), conforme Creste et al., 2001.

Para os marcadores ISSR, foram selecionados 35 primers, sendo
24 desenhados para milho (Zea mays L.) (Gianfilippi, 2006) e 11 para feijao
(Phaseolus vulgaris L.) (Acampora et al., 2007). As PCRs foram realizadas
em termociclador Veriti 96 well (Applied biosystems) e as condi¢gdes de ampli-
ficacdo foram as seguintes: um ciclo inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de
35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 1 minuto a 56°C na temperatura de anela-
mento (56°C estabelecida para todos os primers), € 1 minuto e meio a 72°C,
seguidos de um ciclo final de 7 minutos a 72°C. A separagao dos fragmentos
foi realizada por meio de eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5%.

Os dados para marcadores codominantes, como € o caso dos SSRs,
foram codificados na forma x/y (tamanho de cada alelo no loco) e os dados
obtidos foram analisados por meio do uso do software GDA (Lewis & Zaykin,
2001), que forneceu o numero de gendtipos observados em cada loco (n), o
numero de alelos por loco (A), heterozigosidade observada (Ho), heterozigo-
sidade esperada (He), e o indice de fixagdo de Wright (1965) ou coeficien-
te de endogamia (f), que representa a propor¢ao de homozigotos na popu-
lagédo e é estimado por 1-(Ho/He). Também foi utilizado o software NTSYS
(Rohlf, 1992), para estimar a similaridade genética, por meio do coeficiente
BAND (Band-Sharing Coefficient of Lynch) (Lynch, 1990), e para a analise de
agrupamento, pelo método UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Average”). O coeficiente BAND ¢é estimado baseado no nimero de
alelos comuns dividido pela soma dos alelos dos dois gendtipos que estao
sendo comparados, conforme a seguir (Lynch, 1990):

Sxy = Nxy / Nx + Ny

Para marcadores ISSR, os dados foram codificados como: 1 (presen-
¢a do marcador) ou 0 (auséncia do marcador) e foram computados no softwa-
re NTSYS (Rohlf, 1992), que forneceu estimadores de similaridade genética
com o uso do coeficiente de JACCARD e agrupamento pelo método UPGMA.
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Resultados e Discussao

SSR

Foram testados para polimorfismo em screening 294 pares de primers.
Destes, 103 nao amplificaram, 156 n&o apresentaram alelos diferentes
entre os gendtipos (monomorficos) e 35 apresentaram polimorfismo. Foram
analisados 18 dos 35 locos polimérficos, por apresentarem bandas bem
definidas e mais nitidas para os 58 genodtipos. Os 18 pares de primers
amplificaram um total de 45 alelos, com média de 2,5 alelos por loco (Tabela
1). AHe se apresentou medianamente informativa para a maioria dos locos em
questao, apresentando valor médio de 0,334 (Tabela 1). AHo, que representa
a proporc¢éao de individuos heterozigotos para o loco em quest&do, mostrou que
muitos locos estdo em homozigose, com valores de zero absoluto e média de
0,011 (Tabela 1). Os baixos valores de Ho condizem com o esperado, ja que
se trata da analise de linhagens parcialmente endogémicas. O coeficiente
de endogamia (f) variou de -0,08 no loco CM311, indicando um excesso de
heterozigotos para este loco, a 1 na maioria dos locos, indicando alta taxa de
endogamia.

Os estimadores de similaridade genética e agrupamento foram
representados no dendrograma (Figura 1), que agrupou os 58 gendtipos com
uma similaridade genética variando de 0,495 a 1. De forma geral, observou-
se o0 agrupamento dos gendtipos em dois principais grupos (1 e 2) com
49,5% de similaridade entre eles e dois subgrupos (1.1 e 1.2) com 51% de
similaridade. O gendtipo 43 foi individualizado no segundo grupo, o que pode
ser justificado pela presenca de um alelo exclusivo no loco CM320.

Considerando o valor de corte da linha de similaridade média entre
os genodtipos (=0,75), baseada no estimador: sgm = Zsgij / N, em que, sgij
corresponde a similaridade genética entre cada par de individuos e N é o
numero de pares obtidos (Sousa, et al. 2013), os gendtipos formaram 9
grupos. Ainda assim, nos grupos 1, 3 e 5, onde a maioria dos gendtipos estao
contidos, muitos apresentaram similaridade genética igual a 1, evidenciando
a necessidade do uso de mais iniciadores ou outro tipo de marcador que
diferencie melhor essa populagdo. Nesse mesmo referencial de corte, os
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genotipos 57, 52, 50, 51 e 43, foram agrupados sozinhos, o que pode ser
explicado pela presencga de alelos diferentes.

Nesse dendrograma, muitos genétipos apresentaram o mesmo padréo
de banda para os 18 locos analisados. Dessa forma, o nimero de marcadores
nao foi suficiente para diferenciar alguns dos genétipos analisados, optando-
se pela utilizagdo dos marcadores ISSR para complementacéo do estudo.

ISSR

Foram testados para polimorfismo 35 primers ISSR. Destes, 7 nédo
amplificaram, 12 foram monomorficos e 16 mostraram-se polimorficos. Foram
analisados apenas 13 dos 16 locos polimoérficos, por apresentarem bandas
bem definidas e mais nitidas nos 58 gendtipos.

Foram obtidas 74 bandas polimorficas. A similaridade genética variou
de 0,38 a 0,98 e o dendrograma resultante agrupou os gendétipos em dois
principais grupos (1 e 2) (Figura 2) com 38% de similaridade entre eles. No
primeiro grupo, foram formados dois subgrupos (1.1 e 1.2). No sub-grupo
1.1, a linhagem 1 foi a mais divergente, com 52% de similaridade com as
linhagens restantes dentro de seu subgrupo. No segundo grupo, também
foram formados dois subgrupos (2.1 e 2.2), sendo o primeiro composto
apenas pela linhagem 25 que apresentou 54% de similaridade com as outras
24 linhagens restantes dentro de seu subgrupo.
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Consideracoes finais

Marcadores ISSR mostraram-se mais informativos e com maior
poder discriminativo, ja que distinguiram melhor todos os gendtipos, ou
seja, nao foi observada similaridade igual a 1. Ja os dados gerados por
SSR apresentaram gendtipos com similaridade igual a 1, e na analise de
agrupamento geral, apenas um genétipo (43) foi alocado no segundo grupo,
enquanto para marcadores ISSR, o genétipo 1 foi alocado individualmente no
subgrupo 1.1 e o gendtipo 25 igualmente no subgrupo 2.1, o que pode ser
justificado pela presenca de alelos diferentes. Dessa forma, prevé-se uma
maior heterose pelo cruzamento entre linhagens dos dois principais grupos
divergentes e a utilizagdo das linhagens 1, 25, 43, 50, 51, 52 e 57, que
apresentaram os menores valores médios na matriz de similaridade (0,71;
0,75; 0,54; 0,53; 0,51; 0,49 e 0,59 respectivamente) pode contribuir para
aumentar a variabilidade genética no programa de melhoramento de meldo.

Sugere-se, também, pela analise de variabilidade dos gendtipos de
melao, mais ciclos de autofecundagéo para os genotipos que apresentaram
mesmo padrdo de banda (similaridade genética igual a 1). Dessa forma,
provavelmente possiveis alelos exclusivos possam ainda ser fixados.
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Tabela 1: Medidas descritivas para estudos de variabilidade baseados nos
marcadores SSR polimérficos em 58 gendtipos de meldo do tipo Pele de

Sapo, estimados pelo software GDA.

Loco N A He Ho f
CM197 58 3 0,464 0,068 0,852
CM191 56 3 0,427 0,000 1,000
CM302 58 2 0,287 0,000 1,000
CM320 58 2 0,034 0,000 1,000
CM104 56 2 0,247 0,000 1,000
CM152 54 2 0,442 0,018 0,958
CM331 56 3 0,436 0,000 1,000
CM311 58 2 0,034 0,034 -0,008
CM15 57 2 0,478 0,000 1,000
M177 47 3 0,463 0,000 1,000
CM224 56 3 0,069 0,017 0,746
CM35 34 2 0,365 0,000 1,000
CM319 56 2 0,504 0,017 0,964
CM72 42 2 0,312 0,000 1,000
CM107 52 5 0,525 0,000 1,000
CM102 58 2 0,500 0,051 0,897
CM89 56 3 0,196 0,000 1,000
CM112 54 2 0,227 0,000 1,000

Media 53,666 2,5 0,334 0,011 0,965

N: Numero de gendtipos; A: Numero de alelos; He: Heterozigosidade

esperada; Ho: Heterozigosidade observada; f: Coeficiente de endogamia.
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Figura 1: Dendrograma das 58 linhagens gerado pelo software NTSYS a
partir da analise de 18 primers SSR polimorficos utilizando o coeficiente
BAND e o método de agrupamento UPGMA. 1 e 2: Grupos principais; 1.1 e
1.2: Subgrupos.
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Figura 2: Dendrograma das 58 linhagens gerado pelo software NTSYS a
partir da analise de 74 marcadores ISSR polimorficos utilizando o coeficiente
JACCARD e o método de agrupamento UPGMA. 1 e 2: Grupos principais; 1.1
e 1.2: Subgrupos do grupo 1; 2.1 e 2.2: Subgrupos do grupo 2.
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