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INTRODUCAO

A abobora (Cucurbita moschata D.) € uma olericola amplamente cultivada na regido
Nordeste do Brasil, havendo forte aceitacdo do mercado regional para as populagbes
tradicionais ou tipos locais, que sdo popularmente denominadas de abobora “Maranh&@o” ou
abdbora “comum” (Ramos et al., 2000).

Esquinas-Alcazar & Gulick (1983), destacam o Nordeste do Brasil como area de alta
variabilidade em populag@es tradicionais de abdbora. Algo dessa variabilidade ja foi coletada
(Queirdz et al., 1993; Queirdz et al., 1994; Moura & Queir6z, 1997; Ramos et al., 1997; Lopes,
1997), o que permitiu a formacédo do “Banco Ativo de Germoplasma de Cucurbitaceas para o
Nordeste brasileiro”, que atualmente conta com 540 acessos de C. moschata (Queirdz, 1998)

A partir da realizacdo de estudos de caracterizacdo morfolédgica, foi possivel quantificar
a diversidade genética nos acessos preservados no Banco Ativo. No entanto, devido a
dificuldade do grande nimero de descritores propostos para caracterizacdo (Esquinas-Alcazar
& Gulick, 1983), apenas uma amostra de quarenta acessos foi avaliada (Ramos et al., 1999,.
Ramos et al., 2000).

Assim, é necessario estudo de caracterizacdo molecular para que informac¢des mais
amplas e seguras sobre a similaridade e distancia genética entre acessos permitam o melhor
conhecimento e o manejo racional do banco de germoplasma.

Esse trabalho é parte de um projeto na area de recursos genéticos e melhoramento que

tem como um dos objetivos a utilizacdo de marcadores moleculares para quantificar a
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variabilidade genética entre acessos de abdbora coletados em diversos municipios da regido

Nordeste, visando valorizar e maximizar a utilizacdo dos mesmos.

MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal, Setor
de Genética Aplicada, do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense, localizado em Campos dos Goytacazes, Estado do Rio de
Janeiro.

Foram avaliados noventa e seis acessos do Banco Ativo de Germoplasma de
Cucurbitaceas para o Nordeste Brasileiro, pertencente a Embrapa Semi-Arido, localizada no
municipio de Petrolina, Estado de Pernambuco.

Os acessos foram escolhidos ao acaso e foram provenientes de coletas realizadas em
varios municipios de seis Estados da regido Nordeste (BA, Pl, MA, RN, SE, PB).

O isolamento do DNA genbmico foi feito de acordo com o protocolo descrito por Doyle &
Doyle (1995), com algumas modificacBes. Utilizaram-se amostras compostas de folhas jovens,
coletadas em dez plantas de cada acesso.

Para a utilizacdo da técnica de f-AFLP (“Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados de DNA marcados por fluorescéncia”), as amostras de DNA gendmico foram
ajustadas a uma concentracdo de 25ng/ul e seguiram-se procedimentos de Vos et al. (1995),
com algumas modificagbes sugeridas pelo AFLP TM Core Reagent Kit (Gibco Brl-Life
Technologies).

Preparou-se uma mistura contendo 1ul de formamida deionizada, 0,5ul de “blue dextran”
25 mM EDTA e 0,25 pl de “gene scan-500Rox”, marcado com fluorescéncia vermelha, servindo
como padréao de comprimento de fragmentos.

A resolucéo dos fragmentos amplificados foi feita em sequenciador automatico de DNA
ABI PRISM 377 (Applied Biossytems), em trés géis de poliacrilamida previamente preparados.

Os resultados foram analisados pelos softwares GenesScan (versédo 2.5) e Genotyper
(versado 3.1.) (The Perkin Elmer Corp.). A dissimilaridade foi estimada por meio do complemento
aritmético do Indice de Jaccard. O agrupamento dos acessos foi efetuado por meio do método

de otimizacao de Tocher (Cruz & Regazzi, 1994).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, estdo relacionadas as combinacdes de “primers” AFLP utilizadas e o
namero de marcas monomorficas e polimorficas geradas. Observa-se que foi possivel obter
94,24% de marcas polimérficas a partir da utilizagdo das trés combinagfes de “primers” (ACT-
CTG, AAG-CAT, AGG-CTG). Estes resultados confirmam a precisdo da técnica descrita na
literatura (Vos et al., 1995; Ferreira & Grattapaglia, 1998; Bezte & Penner, 1998) que se destaca
entre as demais pelo grande nimero de fragmentos gerados permitindo elevada amostragem
do genoma.

O agrupamento dos 96 acessos de abdlbora pelo método de otimizacdo de Tocher
encontra-se na Tabela 2. Houve a formagéo de 10 grupos de similaridade. Constatou-se que 0s
grupos I, II, lll, IV, V e VI foram formados por acessos provenientes de diversos municipios de
todos os Estados (BA, MA, PI, SE, PE, e RN) contemplados na coleta de germoplasma. Tal
constatacdo nos informa que a variabilidade de abobora esta dispersa entre 0s municipios
coletados nos diversos Estados, ndo havendo relacdo direta entre procedéncia geogréfica e
similaridade genética.

No entanto, verificou-se ainda a formacgédo de mais quatro grupos formados por acessos
anicos, os quais foram provenientes, respectivamente, do municipio de Juazeiro-BA (grupo VII),
Pastos Bons-MA (grupo VIII), Barra do Corda-MA (IX) e Mirangaba-BA (Grupo X). Essa
formacéo indica, provavelmente, que uma selecéo diferenciada e individual dos agricultores,
praticada em diferentes areas, por tipos de frutos diferentes, permitiu a formagdo de grupos
distintos ou geneticamente dissimilares, conforme constatado por Ramos et al. (2000), em

estudo de divergéncia por meio da utilizagdo de marcadores morfologicos.

Tabela 1- Combinacdes de primers AFLP utilizadas com os respectivos nimeros de marcas

monomorficas e polimérficas geradas.

Combinagdes de primers Marcas
“EcoRI- Msel” Polimorficas Monomorficas Totais
ACT - CTG 97 14 111
AAG — CAT 75 0 75
AGG - CTG 90 2 92

Total 262 16 278



Tabela 2 - Agrupamento de noventa e seis acessos de abdébora baseado na dissimilaridade
genética obtida pelo complemento aritmético do indice de Jaccard e no agrupamento pelo

método de Tocher, utilizando marcadores f-AFLP.

Grupo Acessos

I 13,15,12,9,11,8,4,2,6,5,16,10,14,7,1, 3
I 27, 31, 30, 28, 29, 21, 22, 24, 20, 25, 26, 18, 23, 19, 32, 17
1] 89, 93, 95, 85, 96, 94, 88, 92, 91, 87, 90, 86, 83, 123, 84

Y 36, 40, 43, 37, 45, 46, 48, 38, 41, 42, 49, 47, 34, 39, 33, 148
\Y 69, 71, 73, 80, 78, 77, 70, 79, 75, 76, 74, 81, 67, 72

VI 54,61, 59, 62, 159, 55, 64, 57, 60, 53, 63, 65, 50, 51, 56

Vi 52

VIII 68

IX 66

X 82

A partir dos dados obtidos constatou-se que a técnhica de f- AFLP pode ser bastante
utilizada na caracterizacdo de acessos de aboObora, pois permitiu detectar e quantificar a
variabilidade presente entre 0s acessos. Tais resultados, aliados aos dados morfologicos,
poderdo auxiliar na identificacdo de acessos promissores ao programa de melhoramento e na

proposicao de uma futura colecdo nuclear da espécie.

CONCLUSOES

1- Ha divergéncia genética entre os noventa e seis acessos de abdbora analisados.

2- Os marcadores f-AFLP mostram-se consistentes na deteccao da variabilidade genética
entre 0s acessos estudados.

3- O conhecimento da variabilidade genética detectada pode ser util para o melhor manejo
do banco de germoplasma, propor inferéncias para a formacdo de uma cole¢éo nuclear
além de favorecer o enriguecimento da base genética da populacdo inicial de

melhoramento.
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