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Analise da Variabilidade
Genética de Acessos de
uma Colecao de
Germoplasma de Melado
(Cucumis melo L.)

Utilizando Marcadores
RAPD

Resumo

Parte da producao brasileira de meldo é exportada e, recentemente, vem
aumentando a preocupacdo com possiveis perdas de mercado devido a baixa
qualidade de parte dos frutos exportados, principalmente com respeito ao baixo
teor de acucares (medidos em graus-brix). Uma das formas de aumentar a
competitividade do produto brasileiro no mercado internacional e, a0 mesmo
tempo, incrementar o consumo interno desta fruta é através do melhoramento
genético. O primeiro passo para o estabelecimento de um programa de
melhoramento populacional ¢ a realizacao de um estudo detalhado da
variabilidade genética disponivel, que permita o planejamento de cruzamentos
divergentes e, consequentemente, o estabelecimento de populacoes segregantes.
Para se gerar conhecimento sobre a variabilidade genética disponivel, se faz
necessaria a caracterizacao do germoplasma existente. Marcadores do tipo RAPD
(“Random Amplified Polymorphic DNA”) sdo marcadores moleculares de baixo
custo e extremamente eficientes na andlise de colecdes de germoplasma muito
extensas. Sua aplicacao na analise de diversidade genética de meldo pode trazer
novas informacoes e auxiliar o programa de melhoramento desta espécie.

O objetivo deste trabalho foi a utilizacdo de marcadores moleculares no estudo
da variabilidade genética entre 32 acessos existentes na colecdo de germoplasma
de meldao da Embrapa Hortalicas, visando a identificacdo de acessos divergentes
para enriquecimento da base genética de populacao inicial do programa de
melhoramento. Com a utilizacdo de 90 marcadores RAPD polimérficos foi
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possivel identificar dois grupos maiores contendo em sua maioria acessos de
meldo do tipo Valenciano. Alguns acessos nestes grupos foram identificados
como geneticamente distantes e promissores na utilizacdo em programas de
melhoramento com a finalidade de se obter cruzamentos divergentes visando o
aumento da variabilidade de populacdes segregantes.

Termos para indexacdo: Marcadores moleculares, Cucumis melo L., meldo tipo
amarelo, melhoramento



Analysis of Genetic
Variability of Accessions of
a Melon (Cucumis melo L.)
Germplasm Collection
Using RAPD Markers

Abstract

Part of the Brazilian melon production is exported and, recently, the loss of the
external market has been increased due to the low quality of part of the exported
fruits, mainly with respect to low brix level. One way to increase the Brazilian
product competitiveness and, at the same time, to increase the internal
consumption of this fruit species is through breeding. The first step to establish
a breeding program is to carry out a detailed study of the available genetic
variability, aiming at identifying divergent crossings and, consequently, the
establishment of segregating populations with sufficient genetic variability. In
order to know the available genetic variability it is necessary to characterize the
available germplasm. Markers as RAPD {Random Amplified Polymorphic DNA)
are molecular markers of low cost, and extremely efficient to analyze extensive
germplasm collections. Its application in melon genetic diversity analysis may
bring new information and may help the breeding program of this species.

The objective of this work was the utilization of molecular markers in the genetic
variability study of 32 accessions from the Embrapa Hortalicas germplasm
collection, to identify divergent accessions which will increase the genetic basis
of the breeding program initial population. With the utilization of 90 polymorphic
RAPD markers it was possible to identify two large groups, the largest
comprising the majority, Valenciano fruit type accessions. Some accessions
within this group were identified as genetically divergent, and are promising to
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be used for future crossing with the aim to obtain divergent crossings to
increase the variability of segregating populations.

Index terms: Molecular markers, winter melon, Cucumis melo L., breeding
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Introducéao

No Brasil, a cultura do melao vem se expandindo especialmente no Semi-arido
Nordestino, onde apresentou um crescimento estimado em 58% no periodo
compreendido entre 1987 e 1991. Este incremento na producao de melao se
deve tanto a um aumento na area cultivada {(48%), quanto ao aumento da
produtividade (27%). Em 1996, a produtividade brasileira de melao foi de cerca
de 20t/ha {Dias, 1997). Entretanto, a posicao brasileira no cenario mundial
ainda é timida, respondendo por apenas 1,5% da producédo total (FAQ, 2001).
Parte da producao brasileira é exportada e, recentemente, vem aumentando a
preocupacao com possiveis perdas de mercado devido a baixa gualidade de parte
dos frutos exportados, principalmente com respeito ao baixo teor de acucares
(medidos em graus-brix}. Uma das formas de aumentar a competitividade do
produto brasileiro no mercado internacional, e ao mesmo tempo, incrementar o
consumo interno desta fruta é através do melhoramento genético. O primeiro
passo para o estabelecimento de um programa de melhoramento populacional é a
realizacdo de um estudo detalhado da variabilidade genética disponivel, visando
o planejamento de cruzamentos divergentes e, consequentemente, o
estabelecimento de populacdes segregantes com variabilidade genética
suficiente. Para se gerar conhecimento sobre a variabilidade genética disponivel,
se faz necesséaria a caracterizacdo do germoplasma existente em colecbes de
trabalho do melhorista. A forma mais utilizada de se realizar a caracterizacédo do
germoplasma é o levantamento de caracteristicas morfolégicas e agronémicas.

Nos ultimos anos, grandes avancos tém sido obtidos com vérias técnicas
moleculares, as quais tém tornado possivel os estudos de variabilidade, de
similaridades e de distancias genéticas entre organismos através do estudo de
variacdes do DNA. Marcadores do tipo RAPD {"Random Amplified Polymorphic
DNA") sdo marcadores dominantes, sendo um dos marcadores moleculares de
menor custo e extremamente eficientes na andlise de colecées de germoplasma
muito extensas. Sua aplicacdo na analise de diversidade genética de meldo pode
trazer novas informacdes e auxiliar o programa de melhoramento desta espécie.

O objetivo deste trabalho for a utilizacao de marcadores moleculares no estudo
da variabilidade genética de uma amostra de acessos mantidos na colecao de
germoplasma da Embrapa Hortalicas. Estes resultados, junto as informacoes
morfoldgicas e agrondmicas, foram utilizados na identificacdo de acessos
divergentes para enriguecimento da base genética da populacao inicial do
programa de melhoramento.
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Andlise da Variabilidade Genética de Acessos de uma Colecdo de Germoplasma
de Meldo (Cucumis melo L.) Utilizando Marcadores RAPD

Material e Métodos

Trinta e dois acessos da colecao de germoplasma de melao mantida pela
Embrapa Hortalicas foram selecionados para realizacdo de uma analise de
similaridade genética, com a utilizacao de marcadores RAPD. O grupo é formado
por 9 hibridos comerciais, 14 acessos do tipo Valenciano, dois do tipo
Cantaloupe e 7 acessos de casca amarela gque nao se caracterizam nos grupos
Valenciano, Galia ou Cantaloupe {Tabela 1). Estes acessos, em sua maioria de
melao do tipo Valenciano, foram coletados no Brasil ou foram introduzidos de
outros paises produtores, tais como Japdo, Coréia e india. DNA gendmico total
foi isolado de folhas jovens de acordo com Doyie & Doyle {1987).

Para realizacdo do estudo genético, utilizou-se uma mistura eqiitativa de DNA
extraido de folhas jovens de 15 individuos de cada acesso, amplificada por PCR
(“Polymerase Chain Rection”) com a utilizacao de “primers” ou iniciadores
randdmicos, conforme descrito em Ferreira & Grattapaglia (1995). As reacées
foram feitas em volumes de 13 ml, contendo: Tris-HCl 10 mM pH 8,3, MgCl,
1,5 mM, BSA 1,0 mg/ml, dNTP 0,2 mM, primer 0,4 mM, 7.5 ng de DNA
gendmico e 1 unidade de Tag polimerase. As reacoes de RAPD foram feitas num
termociclador MJ, programado para 40 ciclos de: 1 min a 92°C, 1 min a 35°C,
2 min a 72°C. Os produtos das reacdes foram separados por eletroforese em
géis de agarose a 1,5% usando tampao Tris-Borato-EDTA (TBE). Foram obtidas
fotos de géis corados com brometo de etidio sob luz UV. A selecdo das bandas
se baseou na repetibilidade, clareza e resolucdo das mesmas. O tamanho das
bandas foi determinado por comparacao com o marcador 1 Kb.

Foram testados 80 “primers” (Operon Technologies) RAPD, dos quais 35
(OP-AQ1, OP-AQ2, OP-A10, OP-A11, OP-AB18, OP-FO1, OP-FO3, OP-FO5,
OP-F10, OP-F12, OP-F14, OP-F20, OP-G0O9, OP-JO1, OP-KOS, OP-NOS,
OP-0O03, OP-004, OP-005, OP-O06, OP-O07, OP-O09, OP-P14, OP-ROS,
OP-X05, OP-X13, OP-X14, OP-X18, OP-YO1, OP-Y04, OP-YO6, OP-Y0O7,
OP-Y15, OP-Y17 E OP-Y20) foram selecionados por serem informativos, ou
seja, polimdrficos, reproduziveis e por produzirem bandas de alta intensidade.
Os fragmentos polimérficos amplificados pelos 35 “primers” selecionados foram
utilizados para estimativa dos coeficientes de similaridade e agrupamento.

Os dados foram analisados de acordo com a presenca ou auséncia da banda no
gel sendo o nivel de similaridade genética entre 0s acessos estimado através do
indice de Jaccard, utilizando-se o programa NTSYS versdo 2.02pc

(Rohlf, 1992). As estimativas de similaridade genética foram empregadas em
andlise UPGMA e os agrupamentos observados através de dendrograma.



Melao (Cucumis melo L.) Utilizando Marcadores RAPD.

Tabela 1. Acessos de meldo da Colecdo de Germoplasma da Embrapa

Hortalicas utilizados na anélise com marcadores RAPD

10

I

12

13

14

15

16

17

82-015

82-038
83-040
83-068
83-077
83-079
83-101
83-102
84-172
82-201
84-306
87-338

88-374

88-375

88-410

88-427

88-428

Amarelo

Valéncia
Napoletano
Sib do Valéncia
USDA 164320
USDA 255478
Golden Charm
Farmies Yellow
BRA 000621
B633.3
Amarelo
Eldorado

Valenciano

Valenciano

Valéncia

Elizabeth
239 F1

Elizabeth
PMR F1

Valenciano

Valenciano
Valenciano
Valenciano
*Outros
*Qutros
*Qutros
Cantaloupe
Valenciano
Cantaloupe
Valenciano
Valenciano

verde redondo

verde eliptico

Valenciano

*Qutros

*QOutros

Agroceres (Pai recorrente
do Eldorado)

Dessert Seed
FAO

Dessert Seed
india

Coréia

USDA

USDA
Valéncia-Espanha
INRA-Franca
Comercial
CNPH

Valenciano Supermercado
DF

Valenciano Supermercado
DF

Autofecundacdo 82-038

Japao Mikado Co.

Japao Mikado Co.

Continua...
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Continuacao da Tabela 1.

18
19
20
21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31

32

89-538
88-498
89-537
93-688
95-839

98-848

AF-682
AF-646
Rochedo
Gotld Mine
Hy-Mark
Mission
Yellow King
Yellow Queen

Gold Pride

Desconhecido
Hoon

Panau Amarelo
Legend F1
Amarelo

Amarelo Polpa
Branca

Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido
Hibrido

Hibrido

Valenciano
*Qutros
Valenciano
*Qutros
Valenciano

Valenciano

Valenciano
Valenciano
Valenciano
Valenciano
Cantaloupe
Galia

Valenciano
Valenciano

Valenciano

Analise da Variabilidade Genética de Acessos de uma Colecdo de Germoplasma
de Meldo (Cucumis melo L.) Utilizando Marcadores RAPD

CEASA-RN
Portugal

Ceard Mirim-RN
Asgrow

CNPH

University of Wisconsin

Agroflora
Agroflora
Asgrow
Petoseed
Petoseed
Asgrow
Asgrow
Asgrow

Asgrow

" Qutros - Casca amarela mas ndo se caracleriza nos grupos Valenciano, Galia ou Cantaloupe.

As informacdOes sobre morfologia e graus brix, ou teor de acucares, foram
recuperadas no Banco de Dados da Colecao de Germoplasma de melao da
Embrapa Hortalicas. A caracteristica “porcentagem de graus-brix” é uma das

mais importantes na determinacdo da qualidade do fruto. Frutos para exportacao
devem ter brix acima de 10 {Gorgatti Neto et al., 1994).
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Resultados e Discussao

Os dados foram utilizados para estimar o nivel de similaridade genética entre 0s
acessos de meldo através do indice de Jaccard (Tabela 2). As estimativas de
similaridade genética foram utilizadas em andlise de UPGMA e os agrupamentos
observados através da andlise do dendrograma (Fig. 2). Um total de 196
fragmentos polimérficos RAPD foi obtido, através da amplificacao de 35 primers
randémicos, selecionados em uma analise anterior com base no nivel e qualidade
de polimorfismo. Em média, cada primer gerou 2,5 fragmentos polimérficos.

Dos 196 fragmentos gerados, 90 fragmentos polimérficos apresentaram-se com
bandas intensas (Fig. 1). A anélise do dendrograma permite notar a formacao de
dois grupos principais, 0 primeiro grupo contendo cerca de 90 % dos acessos e
o segundo formado pelos acessos USDA 164320 (CNPH 83-077), originério
da india, USDA 255478 (CNPH 83-079), da Coréia e Golden Charm

(CNPH 83-101), cedidos pelo USDA. O primeiro grupo caracteriza-se por incluir
subgrupos bastante diversos, com tao baixa similaridade (49%) entre si quanto
os dois grupos principais. Neste grupo, os acessos do tipo Valenciano formaram
um subgrupo com similaridade entre os acessos maior que 70%, com excecao
do acesso Panal Amarelo. Os acessos do tipo Cantaloupe e os de casca amarela
que nao sao do tipo Valenciano ficaram em agrupamento diferente dos acessos
do tipo Valenciano. A similaridade entre os hibridos Hy-Mark e Mission (tipo
Cantaloupe e Galia, respectivamente) foi de 0,75. Ja& para os hibridos AF682 e
AFB646, a similaridade para o Gold Mine (todos do tipo Valenciano), foi de 0,86
e 0,75, respectivamente. Esta alta similaridade entre hibridos comerciais de-
monstra a necessidade de identificacdo de acessos divergentes de melao visando
a formacdo de populacdes segregantes. Dentro de acessos do grupo Valenciano
foi possivel identificar acessos divergentes, como o Amarelo Valenciano -
Agroceres {CNPH 82-015) e o Panal Amarelo (CNPH 89-537) (coletado em
Ceard Mirim, RN), com similaridade de O,66.
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de Meldo (Cucumis melo L.) Utilizando Marcadores RAPD

Tabela 2. Matriz de coeficientes de similaridade {Jaccard) entre os 32 acessos de

melao analisados com marcadores RAPD
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Meldo (Cucumis mefo L.) Utilizando Marcadores RAPD.

Fig. 1. Eletroforese de fragmentos RAPD (primer OPX13) em gel de agarose
1,5%, corado com brometo de etidio. Da esquerda para direita: Pista 1 e 25:

Ladder 1Kb Pistas 2-24: Acessos de Meldao. As setas indicam os fragmentos
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RAPD informativos usados na andlise.

Fig. 2. Andlise de aglomeracao hierdrquica pelo método UPGMA de 32 acessos de
meléo baseada na estimativa de similaridade genética computada pela analise de 90

fragmentos de DNA amplificados ao acaso.
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Anédlise da Variabilidade Genética de Acessos de uma Colecdo de Germoplasma
de Meldo (Cucumis melo L.) Utilizando Marcadores RAPD

Com base nesses dados foram selecionados 0s acessos descritos na Tabela 3:
Amarelo (CNPH 82-015), Farmies Yellow (CNPH 83-102) e B633.3

(CNPH 84-201) que se apresentaram geneticamente distantes e contrastantes
para caracteristicas morfolégicas e de interesse agrondmico, como graus-brix,
com a finalidade de se obter cruzamentos divergentes visando 0 aumento da
variabilidade das populacOes segregantes.

Tabela 3: Caracteristicas Morfolégicas dos acessos geneticamente distantes
escolhidos como pais para realizacao de cruzamentos divergentes, com o
objetivo de incrementar a variabilidade das populacoes utilizadas no Programa de
Melhoramento de Meldo, Dados obtidos do Banco de Dados do Banco de

Germoplasma da Embrapa Hortalicas.

Amarelo (Agroceres) Frutos uniformes de forma globular, com casca dura

(CNPH 82-015) de cor amarela com textura suavemente ondulada,
apresentando papilas e verrugas e polpa branca /
verde de textura macia e com umidade intermediaria,
cavidade de cor verde/amarela, brix 15,8, sem
ocorréncia de rachaduras, sem aroma externo e com
aroma interno, com polpa de sabor doce.

Farmies Yellow/USDA Frutos uniformes com formato periforme, com casca

(CNPH 83-102) mole de cor laranja com textura macia e polpa laranja
de textura firme e com umidade intermediaria,
cavidade de cor laranja, brix 5,6, sem ocorréncia de
rachaduras, com aroma interno e externo e polpa de
sabor intermediério.

B633.3/INRA-Franca Frutos uniformes e elipticos, com casca mole de cor

(CNPH 84-201) amarela e listras verdes, textura macia e polpa
branca, textura macia e com umidade baixa, cavidade
de cor laranja, brix 6,0, sem ocorréncia de
rachaduras, sem aroma externo e com aroma interno,
com polpa sem sabor.



Meldo (Cucumis melo L.) Utilizando Marcadores RAPD.
Conclusodes

- Marcadores RAPD mostraram-se de grande utilidade para a rapida analise da
variabilidade genética de acessos da colecdo de germoplasma de melao.

- A colecao de germoplasma de meldo mantida na Embrapa Hortalicas apre-
senta consideraveis niveis de variabilidade genética.

- Os resultados indicaram acessos geneticamente divergentes, que poderao ser
introduzidos em cruzamentos gue visem o aumento da variabilidade
genética no programa de melhoramento da cultura.
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