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RESUMO

ROSERO ALPALA, Deisy Alexandra. Polimorfismos genéticos e consequéncias
fenotipicas induzidas por plasma frio atmosférico e raios gama 60Co em melancia 2024.
91p. Tese (Doutorado em Agronomia: Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2024,

A melancia é uma cultura de importancia econémica no Brasil, com destaque para a
regido Nordeste. Todavia, diversificar e melhorar a produtividade é uma procura constante na
producdo. Neste sentido, este estudo avaliou os efeitos dos raios gama e do plasma frio
atmosférico na germinagdo e desenvolvimento da melancia (variedade Sugar Baby) bem
como associagfes dos mesmos nas variacfes genéticas e/ou fenotipicas e seu potencial uso.
Para o plasma foi realizada uma aplicagdo direta (PFA) ou através da &gua ativada (AAP) e
para os raios gama, além do controle nédo irradiado, foram utilizadas as doses de 100, 200, 300
e 400 Gy. Foram analisadas varidveis relacionadas a germinacao, estrutura e morfologia das
raizes, frequéncias de anomalias, variaveis morfoldgicas da planta no estado vegetativo e de
floragdo até os 40 dias depois do tratamento, assim como analise de DNA por marcadores de
inter sequencias simples repetidas (ISSR) e de sequencias simples repetidas (SSR) para o caso
das plantas que foram tratadas com o plasma. J& para os raios gama foi considerado
adicionalmente, o célculo da LD50, o estado de frutificacdo e as analises com os marcadores
de fragmentos polimorficos amplificados ao acaso (RAPD). Como resultados do tratamento
por plasma, observou-se que tanto a PFA como a AAP ndo geraram mudancas significativas
para os indices GRI e GR, associados a germinacdo, mas tem a capacidade de melhorar o
potencial de germinagdo. Além disso, houve melhorias nos efeitos do comprimento da raiz,
caule e comprimento total da planta, sendo que estas varidveis foram mudadas pelas
condi¢cdes menos energéticas dos processos PFA e AAP. A aplicacdo de plasma promoveu
mudangas na morfologia e estrutura da raiz com variagbes para 0 nimero de raizes
secundarias. Além disso, observou-se anomalias no desenvolvimento das plantas. Condicdes
mais energéticas do plasma (niveis altos) geraram distdrbios fisioldgicos em frequéncias de
24,5 até 30,5%. Com o tratamento com AAP e PFA obteve-se um grupo de individuos com
caracteristicas fenotipicas diferentes do controle. Os marcadores ISSR e SSR avaliados nédo
permitiram identificar mudancas no DNA. A analise de variancia mostrou que so as variaveis:
namero de peciolos, nimero de anteras e largura da pétala ndo sofreram mudancas
ocasionadas pelos raios gama. As varidveis avaliadas restantes evidenciaram também efeitos
altamente significativos (p <0,001) entre as quatro doses, com mudangas positivas no
desenvolvimento para as doses 100 e 200 Gy e efeitos deletérios para as 300 e 400 Gy. O
indice de Gower agrupou a diversidade fenotipica em 17 grupos. Os raios gama geraram
mudancas fenotipicas e os marcadores RAPD: OPM 02, OPD08, os ISSR: DIiCA3"YG,
DIGA3'RC, DIGA5'CR, DICA5'CY, TriGTG e o SSR BVWS00106 foram uteis em detectar
alteracdes geradas no DNA. CondicBes menos energéticas do plasma (AAP 4 ml/min) e
baixas exposi¢Oes aos raios gama (100 Gy) otimizaram alguns parametros de germinagédo
assim como o desenvolvimento das plantas em melancia. Efeitos nos fenotipos foram
observados pelos tratamentos avaliados, com efetividade para os raios gama com amplo
namero de grupos fenotipicamente diferentes, e um LD50 de 325 Gy para Sugar Baby. S
poucos efeitos dos raios gama ao nivel genético foram detectados por alguns marcadores. O
plasma e os raios gama possuem a capacidade de gerar mudangas fenotipicas detectaveis e
uteis, com uso potencial na cultura da melancia como promotor de desenvolvimento nas
sementes e no pre-melhoramento.

Palavras-chave: Mutaces, variacdo morfologica, epigenético, fixacao, pre-melhoramento.



ABSTRACT

ROSERO ALPALA, Deisy Alexandra. Genetic polymorphism and phenotypic
consequences caused by atmospheric cold plasma and 60Co gamma rays in watermelon.
91p. Thesis (Doctorate in Agronomy: Plant Science) — Federal Rural University of the Semi-
Arid (UFERSA), Mossoro-RN, 2024.

Watermelon is a crop of economic importance in Brazil, especially in the Northeast
region. However, diversifying and improving productivity is a constant demand in production
In this sense, this study evaluated the effects of gamma rays and atmospheric cold plasma on
the germination and development of watermelon (Sugar Baby variety) as well as their
associations with genetic and/or phenotypic variations and their potential use. For plasma, a
direct application (PFA) or through activated water (AAP) was carried out and for gamma
rays, doses of 100, 200, 300, and 400 Gy were used in addition to the non-irradiated control.
Variables related to germination, root structure and morphology, frequencies of anomalies,
morphological variables of the plant in the vegetative and flowering state up to 40 days after
treatment were analyzed, as well as DNA analysis using inter sequence simple repeat (ISSR)
markers. and simple sequence repeats (SSR) for plants that were treated with plasma. For
gamma rays, the calculation of LD50, the fruiting state and analyzes with random amplified
polymorphic fragment (RAPD) markers were additionally considered. As a result of plasma
treatment, it was observed that both PFA and AAP did not generate significant changes to the
GRI and GR indices, associated with germination, but could improve germination potential.
Furthermore, there were improvements in the effects of root length, stem length and total
plant length, with these variables being changed by the less energetic conditions of the PFA
and AAP processes. Plasma application promoted changes in root morphology and structure
with variations in the number of secondary roots. Furthermore, anomalies were observed in
the development of plants. More energetic plasma conditions (high levels) generated
physiological disturbances at frequencies of 24.5 to 30.5%. With treatment with AAP and
PFA, a group of individuals with phenotypic characteristics different from the control was
obtained. The ISSR and SSR markers evaluated did not allow identifying changes in the
DNA. The analysis of variance showed that only the variables: number of petioles, number of
anthers and petal width did not undergo changes caused by gamma rays. The remaining
variables evaluated also showed highly significant effects (p <0.001) between the four doses,
with positive changes in development for doses 100 and 200 Gy and deleterious effects for
300 and 400 Gy. The Gower index grouped phenotypic diversity into 17 groups. The gamma
rays generated phenotypic changes and the RAPD markers: OPM 02, OPDO08, the ISSR:
DICA3'YG, DIGA3'RC, DIGA5'CR, DICA5'CY, TriGTG and the SSR BVWS00106 were
useful in detecting changes generated in the DNA. Less energetic plasma conditions (AAP 4
ml/min) and low exposure to gamma rays (100 Gy) optimized some germination parameters
as well as plant development in watermelon. Effects on phenotypes were observed by the
evaluated treatments, with effectiveness for gamma rays with a large number of
phenotypically different groups, and an LD50 of 325 Gy for Sugar Baby. Only a few effects
of gamma rays at the genetic level have been detected by some markers. Plasma and gamma
rays have the ability to generate detectable and useful phenotypic changes, with potential use
in watermelon cultivation as a promoter of seed development and pre-breeding.

Keywords: Mutations, morphological variation, epigenetics, fixation, pre-improvement.
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CAPITULO |

INTRODUCAO GERAL

Um dos pilares mais importantes da economia brasileira corresponde ao agronegocio.
O Brasil é o maior exportador da américa latina e caribe, e sua expansdo esta projetada em
1,8% para 2032 (OECD/FAO, 2023), onde a producéo fruticola possui especial importancia
na producdo agricola. A producdo fruticola € a garantia econdmica, nutricional e dos meios
de subsisténcia dos pequenos agricultores (OECD/FAO, 2023). Neste sentido, com uma
producdo de 102 milhdes de toneladas em 2021, a melancia (Citrullus lanatus (Thunberg)
Matsumura & Nakai) ocupou a segunda posicdo como a fruta mais produzida no mundo,
dentro da fruticola global, s6 superada pela producdo de banana. Neste mesmo ano, o Brasil
teve uma producdo que superou os 2.1 milhdes de ton., em uma area de 91.922ha (FAO,
2021a, b).

Na regido Nordeste tem ocorrido um incremento da &rea destinada ao cultivo da
melancia, sendo estd a segunda cucurbitacea de interesse comercial. A importancia desta
cultura para a regido Nordeste, esta associada as particularidades da espécie, como, por
exemplo, a adaptacdo a estacOes e ambientes quentes, o que permite o seu cultivo
principalmente em regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo. (Behera, et al., 2023).
Com uma amplia distribuicdo e uma gama de cores de polpa, casca e tamanhos diversos
dentro do acervo genético de Citrullus (Pandey, et al.,2019).

A diversidade nas melancias € classificada em dois tipos comerciais, as diploides que
possuem sementes e as triploides sem sementes. As variedades diferem em forma, cor da
polpa, cor do epicarpo e tamanho. A “Melancia individual” refere-se a um tipo especial de
melancia criada como uma mini variedade e vendida com este nome e de tamanho menor que
das mini melancias (OECD, 2012). Dentro da categoria de mini melancia se tem a variedade
Sugar Baby, é uma das mais conhecidas e comercializadas, que , além do tamanho reduzido
do fruto, tem, alto conteldo de aglcar acima de 12 graus brix e cor intensa da polpa como
principais caracteristicas que motivam o consumidor a compra (Chogou et al., 2019).

O Brasil apresenta uma grande diversidade de culturas agricolas, e para melancia se
tem registro da conservacdo 369 acessos (FAO, 2017). A diversidade conservada pelo Brasil
inclui diferentes espécies do género Citrullus, porém, o nimero de cultivares comerciais é

baixo, sendo apenas dez, que foram desenvolvidos nos Estados Unidos e Japdo. Além das
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variedades comerciais introduzidas na década de 1950, as quais apresentam suscetibilidades a
fatores biotico e abidticos, ndo se tem introducdes significativas de germoplasma (Mariante
et al., 2009).

Assim, ha uma necessidade crescente da producdo de culturas de alto rendimento e
resistentes a doencas (Levi et al., 2017) e outros tipos de estrese, além de uma constante
necessidade de enriquecimento de germoplasma. Além disso, tem-se objetivado a busca por
novas coletas de germoplasma de melancia, assim como a conservacdo de acessos
geneticamente e morfologicamente diversos (Levi et al., 2017, Lu et al., 2018). Nesse sentido,
uma alternativa para o aumento da diversidade da espécie pode estar relacionada a processos
de inducéo de tolerancia e de variabilidade.

A inducdo de tolerancia pode ser uma opc¢édo a obtencdo de individuos superiores sem
a necessidade de recorrer a extensos programas de melhoramento. Assim, o uso de métodos
desenvolvidos pelo meio da utilizagdo de plasma frio (Shelar, et al., 2022, Zhang et al., 2018)
podem ser considerados uma alternativa promissoria. O plasma é um estado da matéria em
que gases fracamente ionizados sdo gerados no ar do ambiente, produzindo uma atmosfera
carregada de espécies energéticas (Judée, et al., 2018). Essas espécies podem gerar individuos
com toleréncia ao estresse, melhor capacidade de germinacdo das sementes, melhorar as
sementes das culturas, aumentando a producdo das culturas e apresentando alta qualidade
(Zhang, et al., 2018), Além disso, pode reduzir a altura da planta, aumentar o comprimento
da raiz, aumentar o rendimento bioldgico e a capacidade de perfilhamento em trigo(Jiang, et
al., 2014) e em outras culturas como tomateiro (Solanum lycopersicum L), brécolis (Brassica
oleracea var. Itélica.), algodao (Gossypium hirstium L.), pimenta (Capsicum annuum L.) e
lentilha (Lens culinaris L.), soja (Glycine max (L.) Merr), rabanete (Raphanus sativus L),
trigo (Triticum aestivum L.), ervilha (Pisum sativum L.), em cucurbitaceas como pepino
(Cucumis sativus L) e abobrinha (Cucurbita pepo L.) (Adhikari, et al., 2019, Khatami,
Ahmadinia, 2018, Seddighinia, et al., 2020, Shelar, et al., 2022)

Além disso, o tratamento com plasma também pode melhorar a fisiologia do
metabolismo da planta e é considerado um método répido, barato e livre de contaminagdo
para melhorar a producgédo das sementes e colheitas (Li, et al., 2014). Na cultura da melancia
em particular tem-se objetivado desenvolver cultivares melhoradas com alto rendimento,
maturidade precoce e atributos agrondmicos desejados, além de resisténcia a estresses
bidticos e abidticos, utilizando gendtipos de melancia citrica como fonte de genes em

processos de cruzamento (Ngwepe, et al., 2019).
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A melhoria por hibridacdo interespecifica € um procedimento longo, sendo que o
melhoramento convencional de cultivares novas e melhoradas pode levar até 12 anos para
safras anuais a partir do cruzamento dos genotipos parentais (Maluszynski, et al., 2003).
Além disso, 0s processos convencionais de melhoramento sdo limitados pela baixa
diversidade genética das espécies cultivadas ou potenciais doadores de genes. Por esse
motivo, desde 1927, opgGes como o0 uso dos raios gama tem sido exploradas para gerar
variabilidade e acelerar processos de mutacdo em culturas de interesse. (Maluszynski, et al.,
2009).

O primeiro relato de cultivares de melancia obtida por mutagdo data de 1984, e foi
registrado como Gibrid218, obtida a partir do tratamento com raios gama e dos parentais
(hibrido  Bykovskii22 ~x  melitopolskii) e cruzamentos subsequentes  com
yubileinyi72.(FAO/IAEA, 1988). Estudos prévios mostram a eficiéncia dos raios gama para a
variedade comercial Bojura na obtencéo de linhagens mutantes (Velkov, et al., 2016) e ja foi
estabelecida uma avaliagéo da escala dos efeitos dos tratamentos com e sem raios gama nesta
especie (YIN, HOU, et al., 2023). evidenciando o sucesso da técnica.

Levando em consideracdo o potencial que o nordeste brasileiro possui como produtor
e exportador de melancia, ampliar as oportunidades no mercado a partir de inova¢ées como a
geragdo novas variedades e tecnologias que possam ser usadas pelos produtores é promissor.
Este estudo visou determinar as variagdes e/ou polimorfismos gerados em melancia pelo
tratamento com plasma frio e raios gama, ao nivel morfol6gico e genético, assim como avaliar

0 seu potencial na producdo de mini melancias.
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CAPITULO II
EFEITOS DO PLASMA FRIO ATMOSFERICO NA GERMINACAO E
DESENVOLVIMENTO DE MELANCIA
RESUMO

O plasma frio atmosférico (PFA) vem sendo amplamente usado como uma nova
técnica para melhorar o crescimento das plantas e a resisténcia a estresses bidticos e abidticos.
O PFA foi investigado na aplicacdo direta ou através da agua ativada por plasma (AAP) na
germinacdo e morfologia da variedade Sugar Baby de melancia (Citrullus lanatus (Thunb.)
Matsum e Nakai), na avaliagcdo dos efeitos e usos potenciais no tratamento de sementes. Foi
realizado um teste de germinacdo com sementes expostas ao PFA em diferentes tempos de
exposicdo (T1=3, T2=15 e T3=30 minutos) com tensdo de 15 kV, ou em AAP em diferentes
tempos de ativacdo (T4=0.5, T5=1, T6=2, T7=4 mL/min) com uma tensdo de 10 kV em uma
frequéncia de 500 Hz e o C=controle. Foram analisadas 14 variaveis relacionadas a
germinacdo, estrutura e morfologia das raizes. Apds 40 dias do tratamento, as plantas em
floracdo foram avaliadas morfologicamente com 20 variaveis qualitativas e quantitativas,
além da avaliacdo genética com marcadores ISSR e SSR. Foram realizadas andlises de
variancia com teste de SNK e analise multivariada de correlagdes e componentes principais.
Calculou-se ainda o coeficiente de dissimilaridade de Gower para gerar um fenograma. Como
resultados, observou-se que, em melancia, o plasma possui a capacidade de melhorar o
potencial de germinacdo para alguns niveis de AAP (0,5 e 4 ml/min). Além disso, PFA e
AAP, geraram efeitos no comprimento da raiz, caule e comprimento total da planta, sendo que
estas variaveis foram notavelmente favorecidas, nos tratamentos 3, 15 min (PFA) e 4ml/min
(AAP). Outro efeito do plasma foi a mudanca na morfologia e estrutura da raiz com variagdes
para o numero de raizes secundarias. O nimero de raizes da secdo basal e média apresentou
diferencas significativas. O plasma gerou mudancas na area circundante da raiz, area da raiz e
na circularidade, tendo efeito superior nos tratamentos com AAP na dose 4ml/min. No
entanto, também se observou anomalias no desenvolvimento das plantas. Altas doses ou
tempos de exposic¢éo ao plasma (0,5 ml/ min de AAP ou 30 min de CAP), foram capazes de
gerar alteracbes fisioldgicas em frequéncias de 24,5 até 30,5%. As alteracbes foram
observadas geralmente no crescimento da raiz (69%). As varia¢des morfoldgicas geradas pelo
plasma, permitiram mediante o indice de Gower, agrupar a diversidade fenotipica em quatro
grupos, onde um deles foi totalmente diferente do controle. As plantas com caracteristicas
fenotipicas distintas ndo estavam associadas a um tratamento em particular ou a uma dosagem
especifica. Os marcadores avaliados ndo permitiram identificar mudancgas ao nivel de DNA. O
plasma melhorou o potencial de germinacdo e promoveu o desenvolvimento das plantulas em
baixas doses, além de mudancas fenotipicas aleatérias. O uso do plasma representa um grande
potencial na cultura da melancia em dosagens baixas e representa uma alternativa de promotor
de desenvolvimento em melancia.

Palavras-chave: lonizacdo, promotor, sementes, diversidade fenotipica, epigenético.
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CHAPTER I
EFFECTS OF COLD ATMOSPHERIC PLASMA ON WATERMELON
GERMINATION AND DEVELOPMENT
ABSTRACT

Atmospheric cold plasma (PFA) has been widely used as a new technique to improve
plant growth and resistance to biotic and abiotic stresses. PFA was investigated in direct
application or through plasma-activated water (AAP) on the germination and morphology of
the Sugar Baby variety of watermelon (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum and Nakai), in the
evaluation of the effects and potential uses in seed treatment. A germination test was carried
out with seeds exposed to PFA at different exposure times (T1=3, T2=15 and T3=30 minutes)
with a voltage of 15 kV, or in AAP at different activation times (T4=0.5, T5 =1, T6=2, T7=4
mL/min) with a voltage of 10 kV at a frequency of 500 Hz and C=control. Fourteen variables
related to germination, root structure, and morphology were analyzed. After 40 days of
treatment, the flowering plants were morphologically evaluated with 20 qualitative and
quantitative variables, in addition to genetic assessment using ISSR and SSR markers.
Analysis of variance was performed with the SNK test and multivariate analysis of
correlations and principal components. The Gower dissimilarity coefficient was also
calculated to generate a phenogram. As a result, it was observed that, in watermelon, plasma
could improve the germination potential for some AAP levels (0.5 and 4 ml/min).
Furthermore, PFA and AAP generated effects on the length of the root, stem and total length
of the plant, with these variables being notably favored in treatments 3, 15 min (PFA) and
4ml/min (AAP). Another effect of plasma was the change in root morphology and structure
with variations in the number of secondary roots. The number of roots in the basal and middle
sections showed significant differences.The plasma generated changes in the surrounding area
of the root, root area and circularity, having a superior effect in treatments with AAP at a dose
of 4ml/min. However, anomalies in plant development were also observed. High doses or
exposure times to plasma (0.5 ml/min of AAP or 30 min of CAP) could generate
physiological changes at frequencies of 24.5 to 30.5%. Changes were generally observed in
root growth (69%). The morphological variations generated by the plasma made it possible,
using the Gower index, to group the phenotypic diversity into four groups, one of which was
completely different from the control. Plants with distinct phenotypic characteristics were not
associated with a particular treatment or specific dosage. The markers evaluated did not allow
us to identify changes at the DNA level. Plasma improved germination potential and
promoted seedling development at low doses, in addition to random phenotypic changes. The
use of plasma represents great potential in watermelon cultivation at low doses and represents
an alternative to promote watermelon development.

Keywords: lonization, promoter, seeds, phenotypic diversity, epigenetics.

1. INTRODUCAO
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A sociedade moderna esta cada vez mais preocupada com os produtos que consome,
com a seguranca alimentar e a qualidade dos alimentos, buscando alternativas mais saudaveis
e mais sustentdveis, quando comparadas aquelas provenientes da agricultura
convencional(Campos, et al., 2022, Rao, et al., 2023). Por isso, existe uma grande demanda
pela obtencdo de novas tecnologias que substituam, mesmo que parcialmente, os produtos e
praticas danosas ao meio ambiente e a saude. Atualmente existem diversas alternativas em
desenvolvimento, como, por exemplo, a utilizacdo de microrganismos, o desenvolvimento de
novas variedades de vegetais, 0 uso de biochar e o uso de tecnologias ndo térmicas (Rajput, et
al., 2022, Tyskiewicz, et al., 2022, Xiang, et al., 2022)

Dentro das tecnologias ndo térmicas, o uso de plasmas-frios vem sendo estudado como
uma tecnologia barata, ndo-térmica, livre de residuos, de facil aplicacdo e com resultados
satisfatorios (Misra, et al., 2016, Panka, et al., 2022). O plasma frio € um gas fracamente
ionizado que pode ser gerado no ar do ambiente. O fornecimento de energia a um gas neutro
provoca a excitacdo de moléculas e atomos gasosos e pelo menos a dissociacdo e ionizacdo
parcial. No caso o plasma de Descarga de Barreira Dielétrica (DBD), a ioniza¢do acontece
quando a descarga numa tensdo € aplicada a um ou ambos os eletrodos feitos de placas de
metal e isolados. O isolador funciona da mesma forma que um capacitor. (Stari¢, et al., 2020).
A descarga de barreira dielétrica, gera como resultado uma fina camada de plasma difuso com
alta densidade de poténcia no ar (CUI. et al., 2023). E no caso da aplicacdo do plasma para
ativacdo de agua, é feito mediante o tratamento com pressao atmosférica e uma descarga
elétrica acima e na agua simultaneamente o que produz espécies reativas por difusdo e
interacdo direta com a agua (Wong, et al., 2023).

Trabalhos recentes comprovam a efetividade dessa tecnologia em diversas areas, como
na medicina, na ciéncia dos materiais, na eletronica, e mais especificamente nas areas da
ciéncia dos alimentos, onde vem sendo utilizada na descontaminacdo de pesticidas nos
vegetais (Gavahian, et al., 2021, Sarangapani, et al., 2016) , sdo muito efetivos também na
inativacdo de enzimas (Gu, et al., 2021, Misra, et al., 2016, Surowsky, et al., 2013) , na
modificacéo de propriedades dos vegetais (Pankaj, et al., 2013, Rajan, et al., 2023, Surowsky,
et al., 2013) e na inativacdo microbiolégica (Attri et al., 2020; Rao, et al., 2023). Na
agricultura, remediacdo do solo (Aggelopoulos, 2022) como agentes inseticidas (Ten Bosch,
et al., 2017, Ziuzina, et al., 2021) e na melhoria nos processos de crescimento das plantas e de

germinacdo (Li, et al., 2018, Yan, et al., 2022). Resultados positivos foram obtidos para
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aboborinha, o plasma gerou resisténcia a seca e aumentou a germinacdo das plantulas apds a
aplicacdo de plasma nas sementes na dose 30 s. (Khatamy, et al., 2018).

Na producédo das culturas, o tratamento com o plasma é capaz de induzir mudancas
desejaveis nos processos fisioldgicos e de desenvolvimento das plantas. Pode melhorar a
resisténcia das sementes ao estresse e as doencas, modificando as estruturas das coberturas de
sementes, aumentando a permeabilidade das coberturas das plantas, e estimulando a
germinacdo das sementes e o crescimento (Bourke, et al., 2018, Chen, et al., 2005, Li, et al.,
2014). Os efeitos do plasma nos processos de germinagdo vem sendo amplamente estudados
(Attri, et al., 2020, Panka, et al., 2022, Song, et al., 2020, Thirumdas, et al., 2018), em
diversas culturas, como quinoa (Gomez-Ramirez, et al., 2017), mulungu (Alves Junior, et al.,
2016), trigo (Los, et al., 2019). Ja foram reportadas mudancas positivas em diversos
parametros agrondmicos como floracdo e produtividade (Abedi, et al., 2020, Pérez-Piza, et
al., 2019), e exibindo alta qualidade, tolerancia ao estresse e outras caracteristicas benéficas
(Zhang, et al., 2018).

Os efeitos do plasma sobre a diferenciacdo de tecidos e a morfologia das plantas tem
sido comprovados com mudancas positivas a nivel histologico no tecido vascular e em outras
estruturas importantes para o desenvolvimento dessas plantas (Seddighinia, et al., 2020).
Sugerem-se que as espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) criadas pelo
plasma, sdo responsaveis pelas mudancas ao nivel histolégico e morfoldgico (Adhikari, et al.,
2019, Bourke, et al., 2018).

Assim, os efeitos do plasma nas plantas estariam ligadas as alteracdes morfologicas e
nas reacdes bioldgicas das sementes, pela alteracdo nos metabdlitos funcionais internos, pela
alteracdo na estrutura de proteinas e pelo estimulo do sinal natural (Mildaziene, et al., 2021),
pois 0s ROS participam dos processos de desenvolvimento de plantas atuando como
moléculas sinalizadoras para proliferacdo e diferenciacdo celular, morte celular programada,
germinacdo de sementes, gravitropismo, crescimento de pelos radiculares, senescéncia
desenvolvimento do tubo polinico (Bourke, et al., 2018).

Estudos feitos in vitro asseguram que as solucGes ativadas por plasma possuem
potencial mutagénico com o uso de exposicdo a longo prazo (Boehm, et al., 2016).
Recentemente descobriu-se que o plasma frio pode gerar mudancas fenotipicas pelos efeitos
dos processos de metilacdo e desmetilagdo do DNA e que as desmetilacbes e metilacOes
podem acontecer em loci especificos (Pérez-Piz4, et al., 2021) e podem gerar danos ao DNA,

na expressdo génica, na atividade enzimatica, nas alteragdes morfologicas e quimicas, na
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germinacdo e resisténcia ao estresse em resposta ao tratamento com plasma (Staric, et al.,
2020). Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do plasma frio na germinacao,
desenvolvimento e variacdes fenotipicas em melancia, visando a selecdo de dosagem eficaz

na producao da espécie.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal

Das mil sementes de melancia comercial do tipo Ice Box, variedade Sugar Baby
(polinizagcdo aberta) da marca Top Seed com 85% de germinacdo e 99% de pureza. A
variedade sugar baby se caracteriza por ser precoce, com tipo de fruto redondo, casca verde
intensa, polpa vermelha e sabor muito adocicado, também as sementes sdo pequenas e pouco
numerosas. Sementes desta variedade foram levadas ao Laboratorio de Processamento de
Materiais de Plasma do Departamento de Ciéncias Exatas e Naturais da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord, Brasil, onde foram aplicados os tratamentos de
plasma.

2.2. Tratamento de sementes

As sementes de melancia foram tratadas diretamente com plasma ou, de forma
indireta, com agua ativada por plasma. Para o tratamento direto das sementes (PFA), foi
utilizada uma descarga de barreira dielétrica coplanar de superficie, produzida entre eletrodos
coplanares, através de uma tensao pulsada de 15 kV e frequéncia de 500 Hz, em diferentes
tempos de exposicao: 3, 15, 30 minutos no ar atmosférico. Para o tratamento indireto, gotas
de agua foram ativadas por plasma (AAP) por um sistema de gotejamento, com descarga de
barreira dielétrica coplanar de volume, j& descrito em outros trabalhos (Alves, et al., 2019).
Utilizou-se tenséo pulsada de 10 kV, frequéncia de 500 Hz, para ativacdo de gotas em taxas
de 0,5, 1, 2 e 4 mL/min (Tabela 1.). Utilizou-se como controle, sementes sem tratamento. As
condicdes da dgua foram avaliadas para as concentrac@es de nitrato, nitrito, pH e peréxido de

hidrogénio (Figura 1.)
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Tabela 1. Teor de nitratos, nitritos, pH e peréxido de hidrogénio da agua ativada com as doses de plasma
testadas. (tratamentos do T4 a T7 e controle).

Nitrato Nitrito
Conc Conc Perdxido
ml/min [ug/L] [ug/L] pH  de hidrogénio.
0.5 1.03 0.47 5.28 196.78
1 0.48 0.28 5.52 87.46
2 0.18 0.67 6.05 87.46
4 0.12 2.30 6.19 87.46
Controle 0.11 0.19 7.09 87.46
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
3 15 30 min 0.5 1 2 4ml/min Controle

Fonte: Rosero (2024)

Figura 1. Procedimento de tratamento de sementes: a) diretamente aplicado PFA, em diferentes tempos de
exposicao a atmosfera 3,15,30 min e controle, b) ativacdo de &gua AAP em diferentes dosagens 4,2,1,0.5 min/ml
para ser usada na germinagdo de sementes no estudo dos efeitos morfolégicos em sementes de melancia.

a b
500Hz 4 e
15Kw &\\ / (& - :
N \
t ’ ’ ‘ ( 5 =
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2.3. Avaliacao dos efeitos do plasma frio na germinacéo da melancia.

2.3.1. Testes de germinacao
Cada tratamento teve quatro repeticdes de 50 sementes dispostas em papel germitest, a
uma temperatura média de 25°C em cémara de crescimento (BOD). As observacbes do
processo de germinacdo foram feitas a cada 24 horas até 14 dias conforme preconizado pelas
normas para analise de sementes (Brasil, 2009). Sementes com radiculas maiores que a

metade do seu tamanho foram consideradas sementes germinadas.
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Também foram considerados 0s seguintes parametros associados a germinagdo
propostos por Ling et al. (2014) e adaptado as caracteristicas de germinacdo da melancia:

Potencial de germinacao (%) = (NUmero de sementes germinadas em 7 dias / nimero
total de sementes) * 100%

Taxa de germinacdo (%) = (NUmero de sementes germinadas em 14 dias / nimero
total de sementes) * 100%

indice de velocidade de germinacdo = 3 (Gt / Dt)

Onde:

Gt representa 0 niumero de sementes germinadas no dia t.

Dt representa os dias de germinacao.

2.4. Avaliacao dos efeitos do plasma frio atmosférico no
desenvolvimento das plantulas de melancia.

A avaliagdo morfologica foi realizada usando ferramentas de fenotipagem e analise de
imagens. Pelo anterior, ap6s os 14 dias da germinagdo, as plantulas foram avaliadas
morfologicamente e fotografados para a obtencdo das variaveis: RL=Comprimento da raiz,
SL=Comprimento do caule, TL=Comprimento total, RW=Peso seco da raiz, SW=Peso seco
do caule, NRB=NUmero de raizes/basal secdo, NRM=NUmero de raizes/secdo média,
NRT=Numero de raizes/terminais, RCA=Area de contato da raiz, RA=Area da raiz,
R=Redondeza. As variaveis associadas a morfologia de raiz foram obtidas mediante o
software image J, com ajuda da ferramenta color threshold e o processo binary, onde foram
testados e estandardizados pra threshold color (Hue=96, Saturation =255, Brightnes= 195)
(Tajima, 2011).

2.5. Avaliacdo de anomalias

A avaliacdo das anomalias foi feita visualmente e foram realizadas observacbes no
microscopio Otico, onde as plantulas foram selecionadas e observadas ao microscopio
estereoscopio e posteriormente foram realizados cortes longitudinais e transversais de 1 e 0.5
mm para serem observadas em 5 e 10X, o nimero de variacdes identificadas por tratamento e
repeticdo foi quantificada e registrada de acordo com a mudanga. Para a microscopia
eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para observar as mudancas na morfologia fisica
da superficie das sementes tratadas com plasma frio e agua ativada por plasma. As amostras
foram colocadas em um porta-amostras de metal usando uma fita condutora de carbono
(PELCO Tabs™, Ted Pella, Inc., Redding, CA, EUA) e pulverizadas (Q150R ES, Quorum

Technologies Ltd., Laughton, East Sussex, Reino Unido) com uma camada de ouro de 9 nm
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de espessura. As imagens foram capturadas com um detector de elétrons secundario (SE) em
SEM (VEGA 3 LMU, Tescan, Republica Tcheca), operando com um feixe de elétrons de 20
KV.

2.6. Estabelecimento das linhas

A fenotipagem das plantas foi realizada de forma continua, utilizando cdmeras digitais
e analise de imagens (Tsaftaris, Noutsos, 2009), sendo, portanto, uma metodologia nédo
destrutiva. Sementes obtidas nos tratamentos em diferentes concentracfes e tempo de
exposicdo foram semeados em vasos de mudas, com capacidade de 1 Kg, com substrato na
proporcéo 1:1 de areia e substrato comercial para hortalicas (Tropstrato). Foram selecionadas
dez mudas de cada tratamento (T1=3, T2=15, T3=30min, T4=0.5, T5=1, T6=2, T7=4ml/min,
C=controle) para avaliacao.

As mudas foram dispostas num delineamento inteiramente a0 acaso e foram
consideradas as seguintes variaveis de desenvolvimento, 50 dias apds semeadura, na etapa de
floracdo: SL=Comprimento do caule, SW=Largura do caule, NC=Numero de cotilédones,
FLL=Comprimento da primeira folha, FLW=Largura da primeira folha, NLFN=Numero de
folhas no primeiro ndé, NL=Numero de l6bulos, NF=Numero de flores , NP=NUmero de
pétalas, NL=Numero de folhas, RW=Largura da raiz, TL=Comprimento da raiz principal,
RA=Area da raiz, P=Perimetro da raiz, ARJ=Proporc¢io de aspecto, R=Redondeza, S=Solidez,
GH=Habito de crescimento, LT=Tipo de lobula¢do, P=Pubescéncia F=Floracdo. Os dados
foram obtidos mediante ao processamento de imagens no software image J, com os ajustes ja

mencionados.

2.7. Deteccdo do efeito do plasma mediante marcadores moleculares
2.7.1. Extracdo de DNA

Plantas de 40 dias depois da semeadura e apds as avaliacbes morfoldgicas foram
selecionadas plantas que apresentaram mudancas consideraveis por tratamento, folhas novas e
sadias foram coletadas por tratamento, e o0 DNA foi extraido a partir do protocolo
desenvolvido por Doyle & Doyle (1990). A quantificacdo de DNA foi realizada em géis de

agarose a 1% (p/v), comparando-se visualmente a intensidade das bandas do DNA, com

bandas de peso molecular conhecido de 1 kb (cellco). 10 ng uL'l para utilizacdo em reacdes
de PCR.
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2.7.2. Selecdo de primers ISSR e SSR na caracterizacdo de melancia apds
tratamento com plasma.

As reacdes de amplificacdo para os marcadores ISSR e SSR foram realizadas
utilizando volumes finais de 12 pL, contendo 10 ng do DNA; 0.2 uM dos primes ISSR e 5
MM de cada um dos marcadores (forward e reverse) do marcador SSR; 2 mM de cada dNTP;
solugéo tampéo 1X (50 mM de KCI; 200 mM de Tris-HCI, pH 8,4); 1,5 mM de MgCl»; 5 pg
de BSA e 1 U de Taq DNA polimerase.

As reacdes de amplificacdo para os marcadores ISSR consistiram em uma etapa inicial
de desnaturacdo a 94 °C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 40s para temperatura
de anelamento 48-55 °C por 40s e 72°C por 1min e uma etapa final de extens&o de 72 °C por
5 minutos. Para os marcadores SSR foi realizada uma etapa inicial de desnaturacdo a 96 °C
por 1 minuto, seguida de 40 ciclos a 94 °C por 1 minuto para a desnaturacdo, 1 minuto para o
anelamento em temperatura especifica para cada marcador e 2 minutos a 72 °C para a
extensdo e uma etapa final de extenséo de 72 °C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose a 2 % para os ISSR e 3% para
0s SSR, corados com brometo de etidio (0,5 ug.mL ") em tampdo TBE 1X a 120 V por 2-3 h
e posteriormente, visualizados sob luz UV, usando o sistema de fotodocumentagdo em gel
(Proteinsimple). O tamanho dos fragmentos amplificados foi comparado com o padrdo de
peso molecular de 100 pb “DNA Ladder Plus” (Cellco).

Os resultados das amplificagdes com os iniciadores ISSR nos tratamentos foram
analisados em sistema bindrio para a presenga de bandas “1” ou auséncia “0”, sendo

consideradas somente bandas nitidas e reproduziveis.

2.8. Anélise estatistica

As anomalias (variacdes morfologicas diferentes do esperado de uma plantula normal)
e alteracBes fisioldgicas foram quantificadas e foi feito uma andlise de frequéncias por
tratamento. Os dados quantitativos, foram submetidos a analise estatistica composta com
Teste -F e um teste de comparaces multiplas de médias de Student-Newman-Keuls (SNK) ao
nivel de 95% de probabilidade, seguido pela anélise de correlacdo de Pearson utilizando o
software genes (Cruz, 2013), para avaliar as relagcdes entre as variaveis e uma analise de
componentes principais (PCA). Calculou-se o coeficiente de dissimilaridade de Gower para a

construcdo de um fenograma no software R (versdo 3.0.0).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeitos do plasma frio na germinagdo em melancia

O plasma frio atmosférico (PFA) e a 4gua tratada com plasma (AAP) geraram efeitos
no desenvolvimento das plantulas de melancia. Em algumas ocasides observou-se uma
resposta diferencial para os niveis testados. Algumas varidveis como comprimentos de raiz,
caule e comprimento total foram notavelmente afetadas (Tabela 2). Os tratamentos 3, 15 min
(PFA) e 4ml/min (AAP) apresentaram os valores mais altos para comprimento de raiz (9.67-
9.1 e 9.39 cm), caule (8.5-8.23 e 8.73 cm) e total (18.2-17.65 e 18.12 cm). O estimulo do
crescimento pelo plasma no comprimento médio do caule e do comprimento da raiz foi
previamente relatado em espécies como Brassica oleracea e Lepidium sativum (Motrescu, et
al., 2023).

De modo geral, os melhores resultados foram obtidos pela aplicacéo direta do plasma
com a obten¢do de plantulas com comprimentos de raiz e comprimentos totais superiores
(9.67-18.2 cm) em relacdo a agua tratada com plasma (9.39-18,12 cm), com um contraste
significativo (p<0.01) entre os dois tipos de aplicacdo. Os efeitos da aplicacdo de plasma no
desenvolvimento das plantulas também foram evidenciados no contraste significativo da
aplicacdo do plasma versus o controle (p<0.001) para comprimento de raiz, de ramo e total. A
massa seca da raiz mostrou-se ligeiramente afetada pelo tipo de aplicacdo do plasma com
valores superiores para PFA em relacdo a AAP, evidenciado num contraste significativo
(p<0,01), onde constatou-se uma média superior para PFA (0.0311g) em relacdo a AAP
(0.0269), ao contrario da massa do caule, que ndo foi afetada pelos tratamentos com plasma
(Tabela 2). Em Eremochloa ophiuroides os comprimentos totais da raiz e peso seco das raizes
foram significativamente melhorados pelos tratamentos com plasma frio (Li, et al., 2019),

convergindo como o que foi encontrado neste estudo.
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Tabela 2. Influéncia dos tratamentos com plasma frio atmosférico e dgua ativada com
plasma nos diferentes pardmetros de germinacdo e desenvolvimento em melancia.

RL (cm) SL (cm) TL (cm) RW (gr) SW (gr)
Tratamentos 1100*** 3.000* 7.00*** 1.160ns 0.740ns
PFA 3.400* 1.100ns 2.510* 0.780ns 1.850ns
3 min 9.675 a 8.523 a 18.2 a 0.035 a 0.148 a
15 min 9.418 ab 8.230 a 17.65 ab 0.03 b 0.395 a
30 min 9.035 b 7.808 a 16.84 b 0.03 b 0.150 a
Dms 0.517 1.016 1.279 0 0.310
AAP  10.810*** 3.510% 7.560*** 0.190ns 0.0003ns

0,5 ml/min 8.445 bc 7.390 b 15.835 b 0.025 b 0.135 a
Iml/min 8.870 ab 7.680 ab 16.547 b 0.025 b 0.1325 a
2ml/min 8.055 c 7.375 b 15.432 b 0.0275 a 0.1375 a
4ml/ min 9.390 a 8.732 a 18.120 a 0.0275 a 0.135 a

Dms 0.572 1.413 1.779 0 0.431
PFA vs AAP 26.540 faid 2.250 ns 10.77 faled 471 * 0.004 ns
Plasma vs
13.650 faleia 6.430 faie 12.32 fale 1.26 ns 0.090 ns
controle
GRI1% GP% GR% NRB (ud) NRM (ud)
Tratamentos 1.520ns 2.120ns 0.048ns 2.0ns 2.370ns
PFA 0.380ns 0.020ns 0.070ns 3.830* 3.910*
3 min 15.963 a 97.0 a 99.0 a 13.841 a 4.615 b
15 min 15.708 a 96.50 a 98.50 a 11.022 b 6.067 a
30 min 15.795 a 97.0 a 98.50 a 11314 b 4,722 ab
Dms 0.620 16.510 9.784 7.432 1.409
AAP 2.220ns 3.290* 0.050ns 0.610ns 1.350ns

0,5 ml/min 15.812 a 96.50 a 99.0 a 13.112 a 5.943 a
1ml/min 15.432 a 89.50 b 98.50 a 13311 a 5.489 a
2ml/min 15.225 a 94.0 ab 98.50 a 12750 a 5.400 a
4ml/ min 15.877 a 96.0 a 98.50 a 11908 a 4.614 a

Dms 0.862 22.964 13.608 10.338 1.959
PFA vs AAP 2.170 ns 4.450 * 0.002 ns 1.380 ns 0.39 ns
Plasmavs 559 g 0460 ns 0009 ns 6250 ** 146 ns
controle
NRT(ud) ARj (cm) AR (cm?) R(ISO)
Tratamentos 1.00ns 5.00** 2.00ns 9.00***
PFA 1.20ns 0.970ns 1.490ns 9.980***
3 min 4,529 a 27.651 a 3.083 a 0.219 b
15 min 3.772 a 24.617 a 2.551 a 0.251 b
30 min 3.147 a 29.813 a 2.696 a 0.301 a
Dms 5.890 24.793 0.859 0.051
AAP 0.220ns 8.760*** 1.940ns 4,130*

0,5 ml/min 3.193 a 24.154 b 2.206 a 0.253 a
Iml/min 3.755 a 28.304 b 2.352 a 0.235 ab
2ml/min 3.850 a 23.707 b 2.201 a 0.213 ab
4ml/ min 3.719 a 40.458 a 2.863 a 0.192 b

Dms 8.193 34.487 0.927 0.055
PFA vs AAP 0. 150 ns 0.790 ns 4.670 * 11.340 **
Plasma vs 3670  * 3270 * 2040 * 16110
controle

RL= Comprimento da raiz, SL=Comprimento do caule, TL=Comprimento total, RW=Peso seco da raiz,
SW=Peso seco do caule, GRI= indice de taxa de germinacfo, GP= Potencial de germinacio, GR= Taxa de
germinacdo, NRB= Numero de raizes/basal secdo, NRM=N0Umero de raizes/secdo média, NRT=NUmero de
raizes/terminais, ARj=Area de contato da raiz, AR=Area da raiz, R=Redondeza. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si, para um parametro, conforme o teste de maltiplo de médias de SNK a 95%
de confianga. *, **, *** Significado ao nivel de probabilidade 0,05, 0,01, 0,001 respectivamente e ns — nao
significativo nas analises de variancia. Fonte: Rosero (2024)
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O PFA assim como o AAP, ndo geraram mudancas significativas (ns) para as
variaveis, indice e taxa de germinacdo, o 6timo estado das sementes de melancia comerciais
com um 85% de germinacdo ndo permitiu observar variagbes contundentes. Estudos
realizados com hibridos de milho também ndo mostraram diferencas significativas, que pode
ter sido devido & taxa de germinacdo alta, proxima ao 100% (Ahn, et al., 2019). A
germinacdo Da variedade comercial usada para este estudo (85%) poderia ter influenciado nos
resultados nao significativos para germinacdo. Mesmo assim, o plasma mostrou ter a
capacidade de aumentar o potencial de germinacdo para os tratamentos de AAP. Trabalhos
em leguminosas mostraram esse poder estimulador do plasma frio (NTP) em sementes (Sera,
et al., 2021) por quanto AAP

Os tratamentos com 0,5 e 4 ml/min de agua ativada com plasma (AAP) evidenciaram
uma melhor resposta com potenciais de germinacdo média de 96.5 e 96% respectivamente.
Alguns estudos prévios mostraram como a agua ativada por plasma (AAP ) aumentou a taxa
de germinacdo (Lo Porto, et al., 2018). Neste estudo, se obteve um contraste significativo
(p<0,05) entre PFA e AAP, com médias superiores para AAP (94%) em relacdo ao PFA
(86.83%) evidenciando a sua superioridade. Em geral, o poder estimulador nos processos de
germinacdo, e mudancas nos parametros de germinacdo sdo conhecidas e reportadas em
diversas culturas Bormashenko, et al., 2015, Mildaziene, et al., 2021, Starek-Wojcicka, et al.,
2020, Yan, et al., 2022).

A aplicacdo de plasma gerou mudancas na morfologia e estrutura da raiz com
variacdes no nimero de raizes secundarias. A seccao basal e média foi afetada, apresentando
contrastes significativos entre plasma versus controle (p<0,01 e p<0,05) para a sec¢éo basal e
terminal. Houve um aumento de 13.84 para nimero de raizes basais no tempo 3 min, em
compara¢do com a média 11.16 dos tratamentos de 15 e 30 min para CAP. O tratamento 1
ml/min de AAP apresentou o valor mais alto com 13.31 para numero de raizes, na sec¢ao
basal o tratamento de 15 min de PFA foi superior com 6 raizes e na sec¢do média, enquanto o
tratamento de AAP a 0.5ml/min com 5.9 raizes. Para a seccdo terminal, os tratamentos 3min e
2 ml/min apresentaram valores superiores para nimero de raizes secundarias com 4.5 e 3.8,
respectivamente. Variagdes na raiz foram reportadas previamente em uso do plasma no pré-
tratamento na propagacdo vegetativa, onde, o numero de raizes adventicias foi
significativamente melhorados pelos tratamentos com plasma frio (Li, et al., 2019).

Resultados semelhantes foram obtidos neste trabalho, com melancia.
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As mudancas na morfologia e estrutura geradas pelo plasma em melancia também
foram evidenciadas na regido circundante de raiz, a &rea da raiz e circularidade, onde os
contrastes de plasma versus controle foram significativos para as trés variaveis. O plasma
afetou significativamente a area circundante da raiz (p<0,01), onde o efeito foi superior nos
tratamentos com AAP (p<0,001) que nos tratamentos com CAP, sendo a dose de menor
exposicao (4ml/min), superior, com 40.45 cm. A circularidade mudou significativamente para
os diferentes tratamentos (p<0,001), e especialmente para PFA foi significativo (p<0,001), o
tratamento de 30 min que apresentou raizes com areas mais redondas IR 0, 301. Li et al.
(2019) tambeém reportaram sobre a capacidade do plasma em gerar mudancas na area total da

superficie, volume total e no didmetro médio da raiz.

3.2. Anomalias geradas pelo plasma frio atmosférico

Neste estudo conseguimos observar como o plasma possui a capacidade de gerar
mudangas na morfologia das plantulas de melancia, algumas podendo ser consideradas
mudancas leves e até positivas, mas também podem se apesentar com anomalias no
desenvolvimento (variacbes morfologicas diferentes do esperado em plantulas de melancia).
Altas doses ou tempos de exposi¢do ao plasma frio atmosférico (30 min de PFA ou 0,5 ml/
min de AAP), geraram disturbios fisiologicos e anomalias que afetaram o desenvolvimento
das plantulas em diferentes frequéncias. Estas alteracdes podem estar relacionadas com a
influéncia do tratamento com plasma em danos ao DNA, expressdo génica, atividade
enzimatica, alteracdes morfologicas e quimicas, que tem sido reportadas, além de efeitos
positivos, como germinagao e resisténcia ao estresses, sendo um efeito amplamente conhecido
(Staric, et al., 2020).

As anomalias mais comuns foram as mudancas no crescimento radicular (69%),
morfologia do hipocétilo (7.5%), formacdo de cotilédones (3%), superproducdo de pelos
radiculares (9.5%), nanismo (7%), auséncia de raiz principal (6,5%), supercrescimento do
hipocétilo (2%) e raizes com protuberancias (18%) (Figura 2). Efeitos negativos das longas
exposicdes nas sementes e na agua com descargas de plasma, foram reportadas para plantas
Raphanus sativus, Solanum lycopersicum, Capsicum annum. Para sementes tratadas com
plasma e regadas com AAP -30, o crescimento e a vitalidade da planta diminuiram
(Sivachandiran, Khacef, 2017).
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Figura 2. Anomalias geradas pelo plasma frio e agua ativada por plasma em plantulas de melancia, a)
frequéncias dos diferentes tipos de mudangas morfolégicas e anomalias geradas pela aplicagdo de plasma, b)
frequéncia das anomalias geradas pelo plasma frio nas doses de PFA, c¢) frequéncia das anomalias nas doses de
AAP. RD=Desenvolvimento radicular, HM=Morfologia do hipocétilo, CF=Formacdo de cotilédones,
RHO=Superproducéo de pelos radiculares, D=Nanismo, AMR=Auséncia de raiz principal, HO=Crescimento
excessivo do hipocotilo, RTB=Abaulamento das pontas das raizes
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As anomalias foram diretamente proporcionais a dose em PFA e AAP, os tratamentos
com doses menores (3min e 4ml/min) apresentaram as frequéncias mais baixas (4.5% e 14%)
em comparacdo com os niveis dos tipos de aplicacdo de plasma. Em contraste, a medida que
as doses foram sendo aumentadas, essas frequéncias observadas chegaram até 30.5% na dose
30 min de PA e 245 % na dose 0,5ml/min (Figura 2b-c). As varia¢Ges observadas nas
plantulas podem ter relacdo com os efeitos genotoxicos do plasma. Assim é descrito em
trabalhos em cevada que mostraram como as exposi¢ces mais longas tiveram efeitos
genotoxicos (Pet’kova et al., 2021). Que poderia estar relacionado com o comportamento
andmalo das raizes de melancia.

Os efeitos gerados pelo tratamento com plasma em altas doses foram observados no
crescimento radicular, apresentando, principalmente em mudancas estruturais do meristema
apical da raiz, onde observou-se uma reducdo do pro-meristema (Figura 3b1, b2, b3, b4de c3)
area na qual foi possivel observar a formagdo ndo usual de raizes secundarias (Figura 3b2, b4,
cl). A Figura 3c2, do tratamento 15 min de PFA, mostra uma alta producdo de raizes
secundarias. Observou-se também, mudancgas no pro-cambio e um incremento na largura, e
algumas areas de vacuo. As mudancas mencionadas afetaram o desenvolvimento da raiz
principal, e em alguns casos apresentou bifurcacbes da raiz principal em duas raizes

(Figura3bl) principalmente em tratamentos com AAP.

Figura 3. Efeitos das altas doses de plasma na anatomia da raiz, a) controle, b) mudancas geradas pelos
tratamentos com AAP, bl) bifurcagcdes, b2) produgdo de raizes secundarias e b3) mudangas nos tecidos
condutores, e b4) coifas largas; ¢) tratamento com PFA, ¢l -c2) mudancas na superproducdo de raizes
secundarias, ¢3) crescimento  truncado e coifas engrossada. Barra de escala: 500




Efeitos gerados pelos tratamentos foram observados nos tegumentos das sementes, 0s
quiais sofreram uma abrasdo que gerou muitas aberturas ou superficies menos lisas nas doses
altas, sendo este efeito comumente achado nas doses de 30 min e 0,5ml/min (Figura 4b2 e c3).
O poder de abrasdo da parede das sementes ja foi previamente demostrado, evidenciando os
efeitos do plasma nos processos de escarificacdo, em trabalhos feitos em Arabidopsis
thaliana, onde o plasma gerou efeitos significativos nas rupturas do tegumento e endosperma
durante a fase de germinacdo para o plasma de ar, devido a sua maior energia e eficiéncia na

producéo de espécies reativas de oxigénio (Bafoil, et al., 2018).

Figura 4. Efeito dos tratamentos com plasma no tegumento das sementes de melancia. a) controle, b) plasma
frio diretamente aplicado nas doses b1) 15min e b2) 30min, c) gua ativada por plasma nas doses c1) 4, c2) 2 e
¢3) 0.5 ml/min. Imagens de microscopia eletronica de varredura (SEM), barras de escala: 200 pm.

O observado nos tegumentos das sementes esteve relacionado com as modificadas das
propriedades da &agua pelo plasma, verificando-se um incremento principalmente nas
concentragfes de nitrato (1.031 pg/L) para o tratamento 0.5ml/min com pH 5.28 e nas
concentragfes de nitrito (2.302 pg/L) na dose 4ml/min com pH 6.19. O tratamento PFA
mostrou a formacdo de canais superficiais e estendidos em todo o tegumento (Figura 4b2),
enquanto na melancia o tratamento com AAP , na dose 0,5ml/min, gerou canais menores e
profundos (Figura 4c3). No caso do feijdo, a descarga de ar na aplicacdo de plasma gerou um
ambiente acido na &gua que pode promover o escurecimento das rachaduras das sementes

(Zhou, et al., 2016), o que ajudaria a permeabilidade da semente e poderia estar relacionado
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com a melhora no potencial de germinacdo obtido (Tabela 2). Os efeitos de diferentes tipos de
tratamentos com plasma nas superficies das sementes em processos de escarificacdo e

inativacdo de patdgenos foram reportados anteriormente (Song, et al., 2020).

3.3. Analises de correlacgdes

As andlises de correlagbes mostraram que 11 das 14 variaveis analisadas possuem
correlacdo acima do p<0.05 (Figura 5). As variaveis morfologicas de comprimentos da raiz,
caule e o comprimento total estdo altamente correlacionados (r=0.71, 0.91 e 0.94***), Além
disso, a massa seca da raiz esta ligada ao comprimento de colo e comprimento total (r=0.35,
0.37*), com correlagBes significativas. Observou-se também se observou correlacfes entre
numero de raizes da regido terminal e 0 nimero de raizes basais (r=0,36*). A &rea circundante
se correlacionou significativamente com namero de raizes na parte média e nimero de raizes
da seccdo terminal (r=0.35, 0.37*), o que demostra que a &rea circundante da raiz foi

incrementada pela quantidade de raizes secundarias na parte média e terminal.

Figura 5. Anélises de correlagBes de Person das variaveis de germinacéo e desenvolvimento de plantulas
de melancia obtidas de sementes tratada com plasma. RL= Comprimento da raiz, SL=Comprimento do
caule, TL=Comprimento total, RW=Peso seco da raiz, SW=Peso seco do caule, GRI= indice de taxa de
germinagdo, GP= Potencial de germinagdo, GR= Taxa de germinagdo, NRB= Numero de raizes/basal
secdo, NRM=Numero de raizes/secdo média, NRT=NGmero de raizes/terminais, RCA=Area de contato
da raiz, RA=Area da raiz, R=Redondeza.
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A érea da raiz se correlacionou positivamente com indice de germinacao(r=0.34%),

namero de raizes terminais (r=0,45**) e area circundante da raiz (0.58***). A circularidade
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da raiz apresentou uma correlagdo positiva com comprimento do colo (r=0.49***) e uma
correlagdo negativa com comprimento total e comprimento de raiz (r=-0.42***), demostrando
que, plantas com raizes pequenas geralmente possuem raizes arredondadas. O indice de
germinacdo esta correlacionado positivamente com comprimento da raiz, do colo e
comprimento total (r=0.40, 0.34, 0.39%), j& o potencial de germinacdo esta correlacionado
com o comprimento da raiz, comprimento total e indice de germinacéo (r=0.32, 0.32, 0.52**).

3.4. Efeitos do plasma frio no desenvolvimento de plantas de melancia

A aplicacdo do plasma frio, diretamente e na agua ativada com plasma, possui a
capacidade de gerar mudancas na morfologia e no desenvolvimento das plantas de melancia.
As mudancas podem ser perceptiveis entre os tratamentos com diferencas significativas em
variaveis morfologicas como: comprimento de caule (SL), largura de caule (SW), perimetro
da raiz (RP), relacdo de aspecto da raiz (ARj), solidez (S) e redondeza da raiz (R) (Tabela 3).
Assim, plantas provenientes de sementes tratadas com plasma dos tratamentos de 30 e 15 min
PFA e, 2ml/min AAP, apresentaram ramos compridos e caules largos, com a presen¢a na
maioria das vezes de folhas verdes vigorosas (Figura 6a). Neste sentido, resultados positivos
para os tratamentos com AAP como, por exemplo, o tratamento 2ml/min, ja foram relatados,
com incremento nos comprimentos das mudas de plantas de lentilha, evidenciando o aumento
de até 34,0% e 128,4% apds 3 dias e 6 dias de ativacdo (Judée, et al., 2018), e também quando

AAP ¢ usada na irrigacdo, modulando o crescimento das plantas (Adhikari, et al., 2019).
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Tabela 3. Influéncia dos tratamentos com plasma frio atmosférico e agua ativada com plasma para algumas

variaveis fenotipicas de melancia.

SL(cm) SD SW(cm) +SD RP(mm? +SD
3min  38.62 1.74 ab 042 0.01 a 86.25 6.02 ab
15min  43.37 5.10 ab 046 0.02 ab 81.00 9.73 a
30min 5656 1443 b 0.55 0.08 b 8440 7.33 ab

0,5ml/min  28.98 5.08 ab 044 0.00 a 109.0 10.07 b
Iml/min  31.36 3.39 ab 0.39 0.03 a 108.8 993 b
2ml/min  40.93 3.37 ab 0.48 0.03 ab 100.1 3.75 ab
4ml/min  31.46 3.32 ab 041 0.02 a 9437 0.28 ab
Controle 1799 1285 a 0.36 0.06 a 9420 0.40 ab
Média  36.16 0.44 94.76
NS 2.40 * 3.26 *x 3.61 **
CV  29.85 18.5 13.26
PFA vs
AAP  10.43  *** 5.16 *x 9.91 Fxk
Plasma vs
Controle 1852  *** 10.33 *** 0.01 ns

ARj(cm) #SD S #SD R #SD
3min 4820 560 b 093 023 b 1.32 042 a
15min 4460 3.06 ab 0.83 0.16 b 1.00 065 a
30min  37.00 232 ab 0.88 0.20 b 1.00 065 a

0,5ml/min  39.00 090 ab 044 011 a 220 020 b
Iml/min 3520 359 a 0.47 0.09 a 220 020 b
2ml/min  38.20 147 ab 0.42 0.13 a 260 048 b
4ml/min 4140 0.80 ab 0.39 0.15 a 260 048 b
Controle 3860 1.18 ab 0.43 0.12 a 240 034 b
Média  40.28 0.60 1.92
NS 2.43 * 26.74 *** 9.33 ***
CVv 15.20 16.9 26.00
PFA vs
AAP 2.44 ns 94,13 *** 31.10 ***
Plasma vs
Controle 0.43 ns 16.56 *** 5,02 *

*  ** %kx Gignificado ao nivel de probabilidade 0,05, 0,01, 0,001 respectivamente.
SL comprimento do caule, SW=largura do caule, RP=perimetro da raiz, ARj=propor¢ao de aspecto,

S=solidez, R=redondeza. Fonte: Rosero (2024)
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Figura 6. Efeitos do plasma frio no desenvolvimento de plantas de melancia, a-c) efeitos positivos dos
tratamentos 2ml/min e 4ml/min, b-d) efeitos das doses altas, tratamento 0.5ml/min e 30 min. no

desenvolvimento das plantas. Barra de escala: 5 cm.

Os trés tratamentos com médias superiores para comprimento, foram superiores ao
controle e a média geral (Tabela 3), mostraram os efeitos positivos da aplicacdo do plasma no
desenvolvimento das plantas de melancia. Ha registros de outras pesquisas com plasma
atmosférico de barreira dielétrica mostrando alta qualidade e melhorias significativas em
caracteristicas fisiologicas (Abarghuei, et al., 2021, Zhang, et al., 2018). Estas melhorias
podem ter influenciado o desenvolvimento superior para os tratamentos avaliados de PFA e
AAP e teria relacdo com as espécies reativas geradas pelo plasma. Para Vigna radiata L., as
interacOes entre as espécies reativas, como peroxido de hidrogénio (H20.) e compostos
nitrogenados, melhoraram a germinacdo e levaram a um aumento do comprimento das
plantulas (Zhou, et al., 2016), o que poderia explicar o desenvolvimento de caule e raiz em
alguns tratamentos com plasma.

As variacOes das doses altas geraram uma diminuicdo no crescimento e mudancas na
forma das folhas (Figura 6b). Estas mudancas correspondem a possiveis alteragdes a nivel
fenotipico e epigenético, as quais sdo mais evidentes no crescimento das plantas (Pérez-Piza,
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et al., 2021). As variacBes também foram visiveis nas raizes e algumas plantas apresentaram
raizes secundarias largas e expandidas para os tratamentos 0.5 e 1 ml/min, com valores
superiores de perimetro da raiz (RP) acima do controle e da média geral. Em outras plantas,
houve um incremento significativo na area circundante da raiz (ARj) para os tratamentos
3min, 15min e 4ml/min, conferiu-se com raizes mais expandidas (com maior amplitude nos
radiovetores) densas e com alta solidez para o tratamento com 30 min, (Tabela 3).

Este tratamento se distinguiu pela geracdo de raizes secundarias abundantes e curtas
(Figura 6d), em contraste, com os tratamentos 2 e 4 ml/min, com raizes médias, mas
compridas e com solidez baixa, ou seja, baixa densidade de raizes secundarias e uma estrutura
mais arredondada, cujas morfocoordenadas se aproximam de uma circunferéncia (Figura 6c).
As mudancas nos pelos radiculares encontradas neste estudo, estariam relacionadas com o0s
efeitos das espécies reativas de oxigénio (ROS) e as espécies reativas de nitrogénio (RNS)
criadas pelo plasma que podem estar influenciado o crescimento de pelos radiculares (Bourke,
et al., 2018). Para as variaveis fenotipicas: nimero de cotilédones (NC), comprimento da
primeira folha (FLL), largura da folha (FLW), nimero de folhas no primeiro n6 (NLFN),
namero de folhas (NL), namero de flores (NF), nimero de pétalas (NP), largura da raiz (RW),
os efeitos ndo foram significativos entre os tratamentos.

3.5. Anélises de correlacdes

Verificou-se uma alta associacdo entre as caracteristicas avaliadas (Figura 7), com
64.06% dos coeficientes de correlacdo foram estatisticamente significativos. As correlacfes
mais altas correspondem aos pares de varidveis comprimento e largura da primeira folha
(FLL-FLW, com r= 0.65***), assim como de numero de flores e pétalas (NF-NP, com r=
0,68***). A correlagdo de FLL e FLW ja era esperada, mas a correlacdo NF-NP é alta e
positiva, 0 que evidéncia como estas duas caracteristicas de floracdo estdo associadas. As
plantas cuja floracdo foi induzida pelo plasma podem apresentar flores com variacbes no
namero de pétalas; também se destacaram as correlagdes comprimento e largura de caule (SL
-SW, com r= 0.63***), e comprimento de caule e folha (SL -FLL, com r= 0.61***) mostra
como as plantas com ramos compridos possuem geralmente caules largos e por sua vez
apresentam folhas mais compridas e largas (SL-FLW com r= 0.57***) e um maior numero de
folhas por planta (SL, SW-NL=0.40 e 0.43** respectivamente).
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Figura 7. Correlagdes de Pearson entre as varidveis quantitativas avaliadas nos 50 dias ap6s a semeadura na fase
vegetativa em plantas de C. lanatus, obtidas a partir de sementes tratadas com plasma atmosférico frio.
SL=comprimento do caule, SW=largura do caule, NC=nUmero de cotilédones, FLL=comprimento da primeira
folha, FLW-=largura da primeira folha, NLFN=nUmero de folhas no primeiro n6, NLo=nUmero de lébulos,
NF=numero de flores, NP=ntmero de pétalas, NL=nUmero de folhas, RW=largura da raiz, TL=comprimento da
raiz principal, RA=area da raiz, P=perimetro, ARJ=propor¢ao de aspecto, R=redondo, S=solidez.
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O SL e SW, também apresentaram correlacGes fracas para as variaveis da raiz P e S
(r=0.23*,0.27*,0.35**), o que significa que variaveis fenotipicas da parte aérea ndo estdo
fortemente correlacionadas com as variaveis da morfologia da raiz, mas sim com estrutura
como se observou com as correlagdes para RW-SL (r= 0.32**), a variavel da raiz S,
apresentou correlagdes com as variaveis NP (r=0.23*), NF (r=0.19), NL (0.37*), A (r=-
0.58***) e P (r= 0.18). Assim, plantas que apresentam mudangas na morfologia de flores ou

inducdo de floracdo podem apresentar raizes curtas e densas.

3.6. Anélise de Componentes Principais

A andlise de componentes principais mostrou que a variabilidade encontrada na
populacdo pode ser explicada por sete Componentes Principais. O primeiro recebeu aportes
das variaveis principalmente das SL, SW, FLL, FLW, NF e NL, que explicaram o0 21.058%
da variabilidade. Essas variaveis poderiam ser estudadas a profundidade com o fim de
detectar individuos que apresentaram mudancas morfoldgicas favoraveis na selecdo de doses
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de aplicagdo de plasma e que correspondem a varidveis da parte aérea. O componente dois,

recebeu aportes das variaveis NLNF, RW, TRL, P e ARJ que explicaram 13.964% da

variabilidade, as quais estdo associadas a variaveis de colo e raiz; o componente trés que

explicou 10.039%, foi composto pela variavel NP, quatro com 8.9%, tem a variavel RA, para

0 quinto componente os maiores aportes foram feitos pelas varidveis R e S, e para o

componente seis a varidvel NLo. Finalmente, 0 componente sete recebeu aportes da variavel

NC que explicou 6.240%.

Tabela 4. Valores proprios, porcentagem da variancia total e contribuicdo das variaveis quantitativas e de
conformacdo dos sete componentes principais das variagdes fenotipicas encontradas pelo efeito do plasma frio.

Componentes 1 2 3 4 5 6 7
principais

Autovalores 3580 2374 1707 1523 1337 1219 1.061
Variancia total (%) 21.058 13.964 10.039 8.960 7.862 7.174 6.240
Va”anc"‘(loj‘s“m“'ada 21.058 35.023 45.062 54.023 61.885 69.058 75.299

Matrix de

componentes
sL 0.859 -0.024 -0.177 -0.140 -0.150 0.169 -0.057
SW 0.737 -0.025 -0.201 0.114 0370 0.254 -0.154
NC 0.034 0.005 0.387 -0.028 0.163 -0.122 -0.825
FLL 0.695 0.110 -0.438 -0.241 0.113 -0.122 -0.144
FLW 0.638 0.325 -0.415 -0.235 0.007 -0.010 -0.014
NLFN -0.056 0.642 0052 -0.037 0.207 -0.448 0.048
NLo 0023 0.114 -0.295 0.358 -0.074 -0.734 -0.037
NF 0.643 0.353 0.341 0.167 -0.292 -0.176 -0.067
NP 0476 0487 0559 0061 -0.132 0.049 0.095
NL 0557 -0.301 0.282 0402 -0.087 0127 0.176
RW 0280 -0.514 -0.393 0218 -0.186 -0.211 0.189
TRL -0.098 -0.485 -0.209 0.289 -0.014 0.148 -0.397
RA 0101 0.148 -0.090 -0.756 -0.142 0.093 0.024
P -0.164 0550 -0.362 0.463 -0.329 0.269 -0.144
ARJ 0.113 -0.622 0.093 -0.359 -0.321 -0.377 -0.133
R 0.208 -0.128 0.209 -0.088 -0.702 0.041 -0.049
S 0523 -0.390 0.365 0018 0469 -0.124 0.221
Variancia explicada  3.580 2.374 1.707 1523 1337 1219 1061
Prp.Totais 0211 0.140 0.100 0.090 0.079 0.072 0.062

SL=comprimento do caule, SW=largura do caule, NC=ndmero de cotilédones, FLL=comprimento da primeira
folha, FLW-=largura da primeira folha, NLFN=nUmero de folhas no primeiro n6, NLo=nimero de lobulos,
NF=nUmero de flores, NP=nimero de pétalas, NL=nGmero de folhas, RW=largura da raiz, TRL=comprimento

da raiz principal, RA=area da raiz, P=perimetro da raiz, ARJ=proporcao de aspecto, R=redondeza, S=solidez.
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3.7. Diversidade fenotipica gerada pelo plasma frio

O plasma gerou mudancas morfoldgicas, que permitiram agrupar individuos em um
grupo novo com caracteristicas fenotipicas distintas (Figura 8). A variabilidade morfolégica
gerada pelas diferentes doses de plasma frio aplicado diretamente e a agua ativada por plasma
formaram quatro grupos. Estudos anteriores tém mostrado como o plasma frio gera variagoes
fenotipicas nas plantas, o que pode ser explicado pelas mudancas nos niveis de metilacdo do
DNA, que operam em loci especificos em resposta aos tratamentos com plasma (Pérez-Piz4,
et al., 2021). O grupo | se caracterizou por ter 39.72cm comprimentos médios de ramos,
folhas medianas (6.77+2.54), com varia¢cdes no numero de folhas no primeiro no, ocasides em
que esteve composto por uma folha, com pouca producgéo de flores ou nenhuma e o nimero
mais baixo de folhas, de tipo levemente lobulada, raiz comprida com AR, P, ARJ, R com 0s
valores mais altos, o grupo sendo composto pelos controles e algumas repeticbes dos
tratamentos T1, T2, T4, T6, T7 e C.

Figura 8. Fenograma baseado no indice de dissimilaridade de Gower para os individuos
tratados com plasma nas diferentes doses. (T1=3, T2=15, T3=30min, T4=0.5, T5=1, T6=2,
T7=4ml/min, C=controle) com as respetivas repeti¢des= R.
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O grupo Il se destacou por possuir plantas com porte (2.96 cm) e folhas pequenas
(2.44 cm), primeiro n6 composto por mais de duas folhas, sendo estas com mais de trés
I6bulos. Este grupo obteve os valores mais baixos de ARJ o que quer dizer que sdo plantas
com raizes pequenas. O tipo de lobulacdo foi 5, de tipo intermédio, possuindo flores numa
média de 2.86, este grupo foi composto por repeticGes dos tratamentos T3, T4, T5, T6. O
grupo Il foi formado por plantas que apresentaram um desenvolvimento de ramo superior
(83.67 cm), caules largos (0.74 cm) e folhas grandes (14. 47 cm), de tipo levemente lobulada,
apresentando ou ndo folhas no primeiro no, e geralmente as folhas possuem trés l6bulos. Séo
plantas com flores, e podem ter mudangas no nimero de pétalas com um incremento acima de
cinco pétalas. Possuem um alto numero de folhas da populacdo e raiz principal comprida,
além disso, possuem um R baixo, sendo composto por algumas das repeticdes dos tratamentos
T1, T2, T3, T6 e um C. Melhorias no desenvolvimento e no estimulo do crescimento vegetal
s&o conhecidos efeitos do plasma (PANKA et al., 2022), que gera mudangas positivas na taxa
de germinacdo, e consequentemente no crescimento da planta (LO PORTO et al., 2018).

O grupo 1V foi caracterizado por plantas de porte médio com um incremento no
nimero de cotilédones superior a dois, folhas curtas, mais largas e com trés I6bulos, de tipo
levemente lobulada. Podem apresentar menos de duas folhas no primeiro no, e alta produgéo
de flores da populacdo avaliada, com variagdes no nimero de pétalas usualmente superior a
cinco, raizes curtas om AR, R baixo. Este grupo foi composto pelo maior nimero de
individuos e contém todos os tratamentos de plasma PFA e AAP, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7
e s6 um individuo do C (Figura 8). O agrupamento dos individuos avaliados dos materiais
avaliados ndo teve relacdo com as dosagens ou tratamentos, portanto a geracdo de mudancas
na morfologia foi aleatéria. No entanto, o efeito do plasma no desenvolvimento das plantas
foi constatado, vide as médias superiores no grupo Il e a inducdo de floracdo, que pode ser
observada nos grupos IlI, 11l e IV. A inducdo de floracdo ja foi reportada em Cichorium
intybus, onde mudas tratadas com plasma produziram maior numero de flores (média =
41,5%)(ABEDI et al., 2020); outras mudancgas na morfologia floral foram observadas para 0s
grupos Il e 1V, além de mudancas na morfologia da folha no grupo I1.

Mesmo que as variagdes morfologicas mais facilmente identificaveis sejam aquelas
associadas ao baixo desenvolvimento das plantas, com caules curtos, folhas pequenas e habito
de crescimento arbustivo, sdo evidéncias da capacidade do plasma em gerar mudancas

morfologicas em plantas de melancia, efeitos semelhantes ja foram reportados para Stevia
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rebaudiana, onde a diminuicdo de massa seca da folha e a altura da planta tiveram uma
tendéncia geral dependente da duracdo da exposi¢do ao plasma frio (Judickaité et al., 2023).

3.8. Deteccao dos efeitos do plasma mediante marcadores moleculares

Os tratamentos comparados entre si, assim como a comparacdo do tratamento T4
versus o controle ndo apresentaram variacOes nas regides amplificadas (Figura 9) com os
marcadores utilizados neste estudo. As variagdes morfologicas observadas nos tratamentos
ndo correspondem a varia¢Ges associadas a mudancas no genoma. Além disso, 0S processos
pelos quais acontecem as variagcbes morfologicas podem néo interferir na amplificacdo das
regides dos marcadores avaliados. Portanto, os marcadores moleculares ISSR e SSR avaliados
foram ineficientes para este estudo. O plasma pode gerar variagdes fenotipicas em plantas e
estas podem estar relacionadas a mudancas na metilacdo do DNA (Pérez-Piz4, et al., 2021).
No entanto, o plasma pode gerar varia¢des fenotipicas, mas ndo gerar mudancas nas bases do
DNA, mas pode ter mudancas epigenéticas, os efeitos do plasma no DNA poderiam ser

testados mediante técnicas de polimorfismos amplificados sensivel a metilacdo (MSAP).

Figura 9. Imagens de géis de agarose contendo resultados de amplificacbes dos marcadores de DNA para a
deteccdo dos efeitos do plasma. A figura (a) apresenta os padrdes de amplificacdo com os marcadores ISSR (1-
15) para T4 (0.5ml/min) e C (controle). A figura (b) apresenta os padrbes de amplificagdo com os marcadores
SSR BVWS00106 para os tratamentos 2 (15 min), 3 (30 min), 4 (0.5ml/min), 5 (Iml/min), 6 (2ml/min) e C
(controle). M (marcador de peso 100pb).

T4

12345 6 78 9101112131415 M

C

12345678 9101112131415M
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4.0. CONCLUSOES

Em melancia, o plasma frio diretamente aplicado ou mediante a &gua tratada por
plasma possui a capacidade de mudar o comportamento e desenvolvimento das plantulas.
Doses como 0,5 ml/min e 4ml/min de AAP podem melhorar o potencial de germinacéo, além
de gerar mudancas na morfologia das raizes e em caracteristicas associadas a estrutura de raiz,
mudancas no desenvolvimento vegetal e variacbes fenotipicas positivas em dosagens
especificas 2ml/min e 3min. As mudancas fenotipicas associadas a desenvolvimento néo

puderam ser detectadas pelos marcadores moleculares ISSR e SSR utilizados no estudo.
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CAPITULO 11l

VARIABILIDADE FENOTIPICA NA POPULACAO M1 DE MELANCIA
IRRADIADA COM RAIOS GAMA 60Co.
RESUMO

Visando a busca por incrementar a variabilidade genética dentro do grupo das mini melancias
para 0 mercado, sementes da variedade comercial Sugar Baby foram tratadas com raios gama
provenientes de uma fonte de Cobalto-60 (60 Co), tipo Gammacell-220, nas doses: 0
(controle), 100, 200, 300 e 400Gy. Foram avaliadas varidveis relacionadas & germinacao,
frequéncias de anomalias, desenvolvimento, floracdo e frutificacdo, totalizando 29 variaveis
quantitativas e qualitativas, além de 79 marcadores dos tipos RAPD, ISSR e SSR para a
deteccdo de efeitos ao nivel molecular. Realizou-se uma anélise de variancia com teste de
Tukey para as varidveis qualitativas e analise de frequéncias, seguida de um teste Qui-
quadrado (X?). Foi calculado o coeficiente de dissimilaridade de Gower com todas as
variaveis para a construcéo de um fenograma no software R por dosagem. Observou-se que 0s
raios gama tém a capacidade de gerar mudancas em variaveis associadas a germinacao
(p<0.001); apenas o numero de cotilédones ndo apresentou variagdes significativas. Nos
niveis baixos, as mudancas foram positivas ou com médias iguais ao controle, enquanto nas
dosagens altas observou-se uma dréstica reducdo nos parametros germinativos. A analise de
variancia mostrou que apenas as variaveis: numero de peciolos, nimero de anteras e largura
da pétala ndo sofreram mudancgas ocasionadas pelos raios gama. As 25 variaveis avaliadas
evidenciaram efeitos altamente significativos (p < 0,001) entre as quatro doses, com
mudancas positivas no desenvolvimento para as doses 100 e 200 e frequéncias maiores de
efeitos deletérios para as doses 300 e 400Gy. O indice de Gower agrupou a diversidade
fenotipica em trés grupos para a dose 400, onde dois grupos foram fenotipicamente diferentes.
A dose 300 obteve cinco grupos; a dose 200Gy obteve dois grupos distantes do controle e
para a dose 100, obteve-se quatro grupos. As mudancas geradas pelos raios gama a nivel
genético foram identificadas por dois marcadores RAPD (OPM 02 e OPD 08), cinco
marcadores ISSR (DIiCA3 YG, DIGA3'RC, DIGA5'CR, DICA5'CY, TriGTG) e um marcador
SSR (BVWS00106) especifico para a espécie. O uso dos raios gama foi eficiente na geracao
de variabilidade na mini melancia, com a obtengdo de 17 morfotipos diferentes do controle,
evidenciando assim a variabilidade fenotipica gerada, ocasionando mudancgas observaveis
morfologicamente e detectaveis mediante marcadores moleculares.

Palavras chaves: Mutacdes, variacdo fenotipica, epigenético, fixacdo, polimorfismos.
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CHAPTER 111
PHENOTYPIC VARIABILITY IN M1 POPULATIONS OF WATERMELON WITH
GAMMA RAY 60Co IRRADIATED.
ABSTRAC

Aiming to increase genetic variability within the group of mini watermelons for the market,
seeds of the commercial variety Sugar Baby were treated with gamma rays from a source of
Cobalt-60 (60Co), type Gammacell-220, in the following doses: 0 (control), 100, 200, 300
and 400Gy. Variables related to germination, frequencies of anomalies, development,
flowering and fruiting were evaluated, totaling 29 quantitative and qualitative variables, in
addition to 79 markers of the RAPD, ISSR and SSR types to detect effects at the molecular
level. An analysis of variance was carried out with Tukey's test for qualitative variables and
frequency analysis, followed by a Chi-square test (X2). Gower's dissimilarity coefficient was
calculated with all variables to construct a phenogram in the R software by dosage. It was
observed that gamma rays have the ability to generate changes in variables associated with
germination (p<0.001); only the number of cotyledons did not show significant variations. At
low levels, the changes were positive or with averages equal to the control, while at high
dosages a drastic reduction in germination parameters was observed. The analysis of variance
showed that only the variables: number of petioles, number of anthers and petal width did not
undergo changes caused by gamma rays. The 25 variables evaluated showed highly
significant effects (p < 0.001) between the four doses, with positive changes in development
for doses 100 and 200Gy and higher frequencies of deleterious effects for doses 300 and
400Gy. The Gower index grouped phenotypic diversity into three groups for dose 400, where
two groups were phenotypically different. Dose 300 obtained five groups; dose 200Gy
obtained two groups far from the control, and for dose 100, four groups were obtained. The
changes generated by gamma rays at the genetic level were identified by two RAPD markers
(OPM 02 and OPD 08), five ISSR markers (DICA3"YG, DiGA3'RC, DiGA5'CR, DICA5'CY,
TriGTG) and a species-specific SSR marker (BVWS00106). The use of gamma rays was
efficient in generating variability in the mini watermelon, obtaining 17 morphotypes different
from the control, thus highlighting the phenotypic variability generated, causing
morphologically observable changes and detectable through molecular markers.

Keywords: Mutations, phenotypic variation, epigenetics, fixation, polymorphisms.
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1. INTRODUCAO

A variacdo genética é a fonte da diversidade fenotipica, importante na diversificacdo
evolutiva em todas as especies (Gurushidze, et al., 2016, Jankowicx-Cieslak, et al., 2016).
Assim, a variabilidade genética nos cultivos pode ser obtida como resultado de cruzamentos, a
partir da selecdo de parentais mediante técnicas especificas e tipos de cruzamentos
particulares. Também pode ser obtida pela mutacdo induzida, que € uma das formas de gerar
variabilidades além da disponivel naturalmente (Maluszynski, et al., 2009)

O uso das mutacGes induzidas tem sido aplicado desde a década de 1920, e ha registro
de mais de 3200 cultivares mutantes (Gurushidze, et al., 2016) para diferentes cultivos.
Assim, a mutagénese € uma ferramenta no melhoramento de espécies, permitindo a
identificacdo de fendtipos novos e melhorados que podem ser usados em programas de
melhoramento (Parry,, et al., 2009). Além de ser considerada uma tecnologia lider no
fornecimento de novos genes para cultivares melhoradas (Coretchi, et al., 2018), a hibridacéo,
assim como a mutagénese induzida, sdo métodos alternativos na criagdo de novas cultivares
(Gurushidze, et al., 2016)

A inducdo de mutacdes é um processo aleatdrio e dificil de prever o resultado com
precisdo (Nakagawa, 2009). Portanto, ndo é necessario ter conhecimento prévio dos genes ou
da funcdo dos genes para gerar com sucesso plantas com caracteristicas melhoradas
(Jankowicx-Cieslak, et al., 2016). Uma das mudangas de interesse em cultivares obtidas pela
inducdo de mutacGes é ao nivel de arquitetura. A arquitetura and € uma caracteristica
agrondmica de valor no melhoramento de melancias obtidas apds o processo de mutagénese e
esta relacionada com o potencial de aumentar o rendimento da fruta e reduzir os custos na
mao de obra na cultura (Wei, et al., 2019).

Além do uso de agentes mutagénicos para a geracao de individuos com caracteristicas
especificas, a identificacdo dos efeitos posteriores ao tratamento pode ser feita a nivel
fenotipico e genético. E importante aprimorar a eficiéncia no melhoramento de culturas, para
0 qual estratégias como o melhoramento rapido, ferramentas de edicdo de genoma e fenétipo
de alto rendimento séo de grande utilidade (AHMAR, GILL, et al., 2020). Sendo que o0 grupo
de mini melancias é um dos mais comercias, porém a diversidade fenotipica é limitada. Este
trabalho teve como objetivo: Avaliar a factibilidade no uso de raios gama na geracdo de
variabilidade fenotipica na populagdo M1 de mini melancia irradiada com raios gama do

60Co, além de selecionar progénies com potencial comercial.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Material vegetal

Sementes de melancia da variedade Sugar Baby (polinizacdo aberta), da marca Top
Seed, com 85% de germinacédo e 99% de pureza, o contetdo de humidade do lote de sementes
foi medido antes de serem irradiadas (H=9%), posteriormente foram acondicionadas
separadamente em sacos de polietileno e enviadas para o Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA) da Universidade de Sdo Paulo (USP).

2.2. Tratamento de sementes

As sementes de melancia da variedade Sugar Baby foram submetidas a radiacdo gama
proveniente de uma fonte de Cobalto-60 (60Co), tipo Gammacell-220, com quatro niveis
(Y1=100, Y2=200, Y3=300 e Y4=400Gy) e um controle na dose 0.

2.3. Testes de germinacgéo

Cada tratamento foi composto por quatro repeticbes de 25 sementes, as quais foram
semeadas em bandejas de 200 celulas, contendo areia esterilizada, umedecida com agua
destilada estéril (na proporcdo de 600 ml/4 kg de areia) (Brasil, 2009). As bandejas foram
mantidas em casa de vegetacdo a uma temperatura de 30°C e foram irrigadas com agua
destilada esteril, diariamente, no mesmo horério, até atingirem a capacidade de campo (CC).

As observacdes quanto a germinacdo das sementes foram feitas a cada 24 horas por 14
dias, seguindo as normas para analise de sementes (Brasil, 2009). Foram consideradas como
sementes germinadas aquelas com cotilédones totalmente expandidos. Apds os 14 dias, foi
mensurado o0 comprimento da parte aérea (CC), contados os peciolos (NP), numero de folhas
verdadeiras (NF) e foram tiradas fotos de cada tratamento para obtencdo do comprimento do
peciolo (CP), largura dos peciolos (LP) e comprimento das folhas (CF).

Tambem foram considerados 0s seguintes parametros associados a germinagéo,
propostos por Ling et al. (2014) e adaptados as caracteristicas de germinacao da melancia:

- Potencial de germinagdo (PG) (%) = (NUmero de sementes germinadas em 7 dias /
namero total de sementes) * 100%

- Taxa de germinacdo (TG) (%) = (Numero de sementes germinadas em 14 dias /
numero total de sementes) * 100%
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- Indice de velocidade de germinagio (IVG) = ¥ (Gt / Dt), onde Gt representa o
namero de sementes germinadas no dia t e Dt representa os dias de germinacao.

- LD50: Obtido a partir dos comprimentos das hastes. Considerando o que levou a
uma reducéo do 50% do comprimento da parte aérea. Além estimou-se mediante um modelo

de regressdo lineal ajustado a linha reta.

2.4. Deteccdo de mutagdes mediante marcadores moleculares

2.4.1. Extracéo

Foram selecionadas plantas jovens que apresentaram mudancas consideraveis por
tratamento, folhas novas e sadias foram coletadas. Um bulk com segmentos de folhas de cada
planta por tratamento foi formado e, o DNA foi extraido a partir do protocolo desenvolvido
por Doyle & Doyle (1990). A quantificacdo de DNA foi realizada em géis de agarose a 1%
(p/v), comparando-se visualmente a intensidade das bandas do DNA, com bandas de peso

molecular conhecido de 1 kb (cellco). 10 ng ulL-1 para utilizacdo em reagdes de PCR.

2.4.2. Analise com os marcadores RAPD, ISSR e SSR

As reacdes de amplificacdo com os marcadores RAPD, ISSR e SSR foram realizadas
utilizando volumes finais de 12 L, contendo 10 ng do DNA; 0.2 uM dos primes ISSR e 5
MM dos RAPD e de cada um dos marcadores (forward e reverse) do marcador SSR; 2 mM de
cada dNTP; solucdo tampéo 1X (50 mM de KCI; 200 mM de Tris-HCI, pH 8,4); 1,5 mM de
MgCI2; 5 ug de BSA e 1 U de Tag DNA polimerase. As sequéncias dos primers RAPD, ISSR
e SSR utilizados estdo descritos na Tabela 1 do Anexo.

As reacOes de amplificacdo para os marcadores RAPD consistiram em uma etapa
inicial de desnaturacdo a 96 °C por 1 minutos, seguida de 40 ciclos a 94 °C por 1 min para
desnaturalizacdo. 1 min a 40°C para e 2 min a 72°C e uma etapa final de extensdo de 72 °C
por 5 minutos. Para os ISSR consistiram em uma etapa inicial de desnaturacéo a 94 °C por 4
minutos, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 40s para temperatura de anelamento 45-55 °C por
40s e 72°C por 1min e uma etapa final de extenséo de 72 °C por 5 minutos. Para 0s SSR uma
etapa inicial de desnaturacdo a 96 °C por 1 minuto, seguida de 40 ciclos a 94 °C por 1 minuto

para a desnaturagdo, 1 minuto para o anelamento em temperatura especifica para cada
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marcador e 2 minutos a 72 °C para a extensdo e uma etapa final de extensdo de 72 °C por 5
minutos.

Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose 1.2 % para RAPD, a 2 % para
os ISSR e 3% para os SSR, corados com brometo de etidio (0,5 pg.mL -1) em tampédo TBE
1X a 120 V por 2-3 h e posteriormente, visualizados sob luz UV, usando o sistema de
fotodocumentacdo em gel (Proteinsimple). O tamanho dos fragmentos amplificados foi
comparado com o padrdo de peso molecular de 100 pb “DNA Ladder Plus” (Cellco).

Os resultados das amplificagdes com os iniciadores ISSR e RAPD nos tratamentos
foram analisados em sistema binario para a presenca de bandas “1” ou auséncia “0”, sendo
consideradas somente bandas nitidas e reproduziveis. Para os marcadores SSR foram

observados os polimorfismos por cada marcador avaliado.

2.5. Avaliacéo do desenvolvimento das plantas

Apos os 14 dias de avaliacdo da germinacdo, as plantas foram transplantadas para
baldes de oito litros em uma mistura de solo e substrato Topstrato numa proporcéao de 3:1. As
plantas foram mantidas em casa de vegetacdo (37°C), com irrigacdo diaria até atingir a
capacidade de campo. Apos 38 dias da semeadura, foi avaliada a taxa de sobrevivéncia (TS)
(%) = (Plantas vivas aos 38 dias * 100) / total de plantas germinadas. Também, foram
avaliadas em diferentes estagios de desenvolvimento. Varidveis como nimero de hastes (NH)
foram avaliadas prévio da poda, as plantas foram podadas duas vezes para reduzir o efeito de
quimeras (Figura 1) o corte foi feito a um cm do primeiro n6 da guia principal apds oito dias
foi realizada a poda novamente na guia secundaria e mantida até o fruto (Amano,2004).
Foram avaliadas varidveis quantitativas, como largura média de folha (LMF), comprimento
médio de folha (CMF), dias até a floracdo, total de flores anémalas (TFA), nimero de pétalas
com anomalias (NPA), numero de anteras (NA), frequéncia da presenca de anomalia (FPA),
namero de flores hermafroditas (NFH), dias até a floracdo (DF), peso da fruta (PF), largura do
pericarpo (Lpe), nimero de sementes do fruto (NS), e variaveis qualitativas como héabito de
desenvolvimento (HD), grau de lobulagdo das folhas (GL), cor das folhas adultas (CF),
presenca de flores hermafroditas (FH), forma do fruto (FF), padrdo de distribuicdo de cor de
fruto (DCF), cor predominante da casca (CPC), cor secundaria da casca (CSC) e cor da polpa
(CP), levando em consideracéo a lista dos descritores minimos para melancia (ECPGR, 2008)

57



Figura. 1. Procedimento de avaliacdo das linhas M1 expostas as doses de raios gama e de obten¢do de plantas
M2 em melancia.
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Os dados quantitativos foram submetidos a uma anéalise estatistica composta com o
Teste F e um teste de comparagcBes multiplas de médias de Tukey ao nivel de 95% de
probabilidade. Para as variaveis qualitativas, realizou-se uma analise de frequéncias, seguida
de um teste Qui-quadrado (X?) com um nivel de confianca de 95,0% para testar a
significancia da associagdo observada entre as varidveis e 0s niveis avaliados nas categorias
em uma tabela de contingéncia. Calculou-se o coeficiente de dissimilaridade de Gower com

todas as variaveis para a construgdo de um fenograma no software R, versdo 3.0.0, por nivel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeitos dos raios gama na germinacéo e desenvolvimento de plantulas

Os raios gama tém a capacidade de gerar mudangas em varidveis associadas a

germinacdo. Nos niveis baixos, as mudancas foram positivas ou com médias iguais ao
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controle; nas dosagens altas, observou-se uma dréstica reducdo nos parametros germinativos
(Figura 2). Algumas variaveis avaliadas foram significativamente afetadas (p<0,001), como o
IVG e TG (%). Para as doses 300 e 400, a diferenca em relacdo as doses 100 e 200, que se
mantiveram semelhantes ao controle (Figura 1), indicou que as doses 100 e 200
incrementaram o PG, com médias entre 40% e 45%, em relagdo ao controle com 21%. Os

valores inferiores ao controle foram obtidos pelas doses 300 e 400 (Tabela 1).

Figura. 2. Efeitos das doses dos raios gama na germinacdo de mini melancia variedade Sugar Baby, a) controle,
b) 100Gy, c) 200 Gy, d) 300 Gy e 400 Gy.

O desenvolvimento das plantulas de melancia foi afetado pelas doses de raios gama. A
partir da dosagem 200, o crescimento foi reduzido, com CH de 4,49 cm no controle e 1,57 cm
para a dose 400. Um comportamento similar foi observado em LC, CC e NF, com reducéo
apenas nas doses 300 e 400. Para CF, todas as doses geraram uma redugdo no tamanho. Ao
contrario do mencionado anteriormente, o nimero de cotilédones NC néo foi afetado pelas
dosagens de raios gama. A sobrevivéncia das plantas ap6s os 15 dias de transplante foi
afetada pelas dosagens aplicadas, onde TS viu-se reduzida a partir da dose 200, com 96,7%,
para a dose 300, a sobrevivéncia baixou para 21,5% em relacdo a dose 200 e 42,7% para 400

em relacéo a dose 300 (Tabela 1).
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Tabela. 1 Influéncia dos raios gama na germinacdo e desenvolvimento de plantulas de mini melancia variedade

Sugar Baby.
TRAT VG +SD PG(%) +SD
Y100 4.23 0.7 a 45 14.1 a
Y200 3.96 0.5 b 40 10.6 a
Y300 2.18 0.8 b 10 10.6 b
Y400 2.35 0.7 a 9 11.3 b
Controle 3.85 0.4 a 21 2.82 b
DMS 0.84 17.01
MG 3.31 25
F 26.9 Fxk 19.7 Fxk
TRAT TG(%) +SD CH(cm) +SD
Y100 97 12.2 a 4.81 1.1 a
Y200 90 7.21 a 3.42 0.1 b
Y300 63 11.9 b 2.23 0.8 c
Y400 59 14.7 b 1.57 1.2 d
Controle 90 7.21 a 4.49 0.8 a
DMS 19.4 0.57
MG 79.8 3.31
F 16.5 falaiad 119 falaad
TRAT NC(ud) +SD CC(cm) +SD
Y100 2 0 a 1.96 0.1 a
Y200 2 0 a 1.89 0.1 a
Y300 2 0 a 1.52 0.2 b
Y400 1.98 0.01 a 1.24 0.4 c
Controle 2 0 a 2.06 0.2 a
DMS 0.02 0.21
MG 2 1.78
F 0.12 ns 35.9 Fxk
TRAT LC(cm) +SD NF(ud) +SD
Y100 1.64 0.17 a 1 0.11 a
Y200 1.23 0.11 b 1.03 0.13 a
Y300 1.15 0.17 b 0.56 0.19 b
Y400 1.08 0.22 b 0.34 0.35 c
Controle 1.69 0.21 a 1.04 0.14 a
DMS 0.21 0.17
MG 1.39 0.84
F 28.21 falaiad 6.92 falaied
TRAT  CF(cm) +SD TS(%) +SD
Y100 1.25 0.2 ab 100 135 a
Y200 1.07 0.1 b 96.7 11.2 ab
Y300 0.58 0.3 c 75.2 4
Y400 0.34 0.5 c 325 34.2 c
Controle 14 0.3 a 100 135 a
DMS 0.24 24.5
MG 0.99 80.9
F 13.4 Fkk 28.4 falaia

LMF=largura das folhas, CMF=comprimento das folhas, NH=numero de hastes, DF=dias até a floracdo, TFA=total de flores
andmalas, NPA=nimero de pétalas andmalas, NA=nimero de anteras, NFH=ndmero de flores hermafroditas, FPA=frequéncia de
plantas andbmalas, PF=peso da fruta, Lpe=Ilargura do pericarpo (Lpe), NS=nlmero de sementes. *, **, *** Significado ao nivel de
probabilidade 0,05, 0,01, 0,001. DMS= diferenca menos significativa, MG= média, F = Valor de F. Fonte Rosero (2024)



Para a mini melancia Sugar Baby, os efeitos das doses de 100 e 200Gy né&o afetaram
negativamente a germinacdo, apresentando altas taxas de germinacdo (TG) de 97% e 90%,
respectivamente, foram e TG de 63% e 59% para as doses altas 300 e 400 Gy. O
comportamento da Sugar Baby foi superior a reportes feitos para outras variedades de
melancia. Pesquisas feitas para as variedades Kaolack e Crimson Sweet mostraram
radiossensibilidade nas doses 100 e 200 Gy com TG de 83 e 60% respectivamente. Para as
doses 300 e 400 Gy o comportamento foi semelhante com Sugar Baby com TG de 70 e 40%
para Kaolack e Crimson Sweet ( Ernest, et al., 2020).

Quanto a taxa de sobrevivéncia, a variedade Sugar Baby apresentou altas taxas na dose
de 100 e no controle, ambos com 100%, que foram reduzidas a partir da dose de 200 para
96,7%. O comportamento da dose de 200 para Sugar Baby foi semelhante ao obtido para
Kaolack na dose controle (96,66%) (Paul Ernest, et al., 2020), evidenciando uma baixa
radiossensibilidade aos Gy de Sugar Baby, com uma LDS50 de 325,81 Gy em comparacao
com Kaolack e Crimson Sweet, que possuem LDS50 de 22540 Gy e 221,56 Gy,
respectivamente.

A curva de crescimento mostra um comportamento positivo até a dosagem de 100 Gy,
com um leve incremento. Ap6s essa dosagem, o crescimento foi severamente afetado,
apresentando uma notavel reducao (Figura 3). A analise de variancia (ANOVA) revelou uma
relacdo estatisticamente significativa entre TRC (Taxa de Reducdo de Crescimento) e a
dosagem (p < 0,05) com 95,0% de confianca, e um coeficiente de correlagdo igual a -0,98855.
Indicando forte relacdo negativa entre as variaveis. Dessa forma, a taxa de reducdo de
crescimento teve um comportamento linear negativo, demostrando que, para cada incremento
na dosagem, a tendéncia era reduzir significativamente o crescimento. De acordo com a

equacdo linear, a LD50 para a mini melancia Sugar Baby foi de 325,81 Gy (Tabela 2).
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Figura. 3. Relacdo da taxa de relativa de crescimento e as diferentes doses de raios gama Co-60 testadas para a
variedade de melancia Sugar Baby.
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Tabela. 2. Célculo da LD50 para s raios gama 60Co em melancia da variedade Sugar Baby.

Equacéo linear R? LD50%(GY)

y =-0.1875x + 111.09  0.9033 325.8133

Fonte: Rosero (2024)

3.2. Variagdes fenotipicas associadas aos raios gama do Cobalto-60 em

melancia

Os raios gama possuem a capacidade de gerar variagdes em caracteristicas associadas
a morfologia, desenvolvimento e fenologia da mini melancia. Entre todas as variaveis
avaliadas, apenas Lpe (ns) ndo apresentou variacao; as demais variaveis mostraram diferencas
significativas (p < 0,001). A aplicacdo de raios gama parece ter relacdo com as mudancas na
arquitetura da planta. Todas as doses provocaram alteracGes na quantidade de hastes (NH),
incrementando para mais de uma haste, inclusive com plantas com até 4 hastes; os valores
mais altos foram obtidos nas doses 200 e 400Gy (Tabela 3). Mesmo com baixa frequéncia,
ocorreram mudancgas no habito de crescimento (HD), onde algumas plantas, representando
0,58% da populacéo total avaliada, apresentaram um habito de crescimento determinado -
arbustivo, para os tratamentos 100 e 300Gy (Tabela 4).

As variaveis de morfologia de folha apresentaram variagdes quanto ao tamanho; o

LMF mostrou plantas com folhas de menor tamanho (8.1cm) na dose 300 e folhas grandes
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(9.53 cm) nas doses 200. Uma mudanca semelhante foi observada em CMF (8.11 cm), com
valores baixos para a dose 300 (Tabela 3). Caracteristicas morfoldgicas da folha, como o grau
de lobulagdo, mostraram uma diversidade morfologica observada pelos efeitos dos raios gama
(Figura 4b, bl), incluindo variacGes nas margens, mudancas no tipo de folha (Figura 4a, 4c)
ou folhas com deformacdes e variagbes na cor (Figura 4d2). Esta Gltima variacdo foi
apresentada em duas novas categorias, 2 e 3 (verde claro e verde escuro), com frequéncia de
4,62% de verde claro para todas as doses e 0,87% nas doses 100 e 300 para verde escuro
(Tabela 4). Os baixos niveis de clorofila observados dentro da populacdo avaliada geraram
individuos com folhas verde claras, sendo nas frequéncias de 0,58% e 0,29% nas doses de 100
e 300 respectivamente. Essas mudancas podem estar associadas a genes envolvidos na
biossintese da clorofila (HEMA, HEMD, CHL1, CHLM e CAO), o que pode explicar por que
0 contetdo de pigmento de clorofila foi menor. Variacbes nos genes do metabolismo da
clorofila, como PDS, ZDS e VDE (Xu, et al., 2023), podem estar associadas a presenca de
individuos com pigmentagBes mais intensas de verde, como os 4,62% de individuos

apresentados neste estudo.

63



Tabela. 3. Influéncia dos raios gama no desenvolvimento e morfologia em cultivar de melancia Sugar Baby.
Dose LMF CMF NH DF

Gy (cm) #SD (cm) #SD (ud) +SD (dias) #£SD
100 893 0.1 abc 855 02 ab 1.3 003 ab 64 171 bc
200 953 053 ¢ 953 05 b 17 024 ¢ 60 116 a
300 81 048 a 811 05 a 1.3 001 ab 63 0.63 ab
400 9.44 046 bc 941 05 b 16 019 bDbc 65 201 c

Controle 824 038 ab 857 0.1 ab 1 021 a 60 147 a

F 543 **x 619 *xk 14 **k 65 *kk
MG 8.78 8.77 1.3 62
DMS 1.27 1.05 0.3 4.1
TFA NPA NA NFH
Dose (ud) #SD (ud) +SD (ud) #SD (ud) #SD
100 125 014 b 516 05 b 283 013 b 066 013 b
200 116 008 b 516 05 b 305 028 b 066 013 b
300 112 006 b 55 08 b 362 069 b 025 015 ab
400 166 043 b 55 08 b 366 072 b 05 0.02 ab
Controle 0 0.73 a 0 3.1 a 0 186 ga 01 033 a
F 14.19 *xxk 30,2 **k 104 * 439 *k
MG 1.038 4.41 2.64 0.47
DMS 0.63 1.74 1.34 0.59
FPA PF Lpe NS
Dose 'y *SD @) P (m'?n) +SD @) +SD
100 1464 3586 ab 177 54 bc 5 004 g 37 119 ab
200 1473 379 ab 207 27 ¢ 53 015 g 41  1.44
300 2434 299 ab 119 36 a 48 016 g 23 112 a
400 4679 189 b 159 74 ab 47 026 a 40 125 b
Controle 0 142 a 156 93 ab 52 014 a 48 657 b
F 3.06 * 94 X 0.7 ns 7.2 *kk
MG 20.1 169 5 39
DMS 43.14 48.4 1.3 15

LMF=largura das folhas, CMF=comprimento das folhas, NH=nOUmero de hastes, DF=dias até a floraco,
TFA=total de flores anémalas, NPA=nUmero de pétalas andmalas, NA=nlmero de anteras, NFH=nUmero de
flores hermafroditas, FPA=frequéncia de plantas andmalas, PF=peso da fruta, Lpe=largura do pericarpo (Lpe),
NS=nUmero de sementes. *, **, *** Sjgnificado ao nivel de probabilidade 0,05, 0,01, 0,001. DMS= diferenca
menos significativa, MG= média, F = Valor de F.
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Figura. 4. Influéncia das doses de raios gama na morfologia foliar da melancia variedade Sugar Baby. a)
Diversidade de formas nas folhas, b) varia¢cGes nas margens e b.1) graus de lobulagéo, ¢) mudancas no
tipo da folha, d) folha com deformacéo lateral, d.1 - d.3) folha com deformacéo sem segmento do apice,
d.2-d3) variacgdes na cor.

A floracdo foi afetada, apresentando um incremento médio de cinco dias, geralmente
acontece aos 60 dias, mas na dose 300 Gy, oscilo nos 65 (Tabela 3). Houve casos de
individuos com até 80 dias de floracdo na dose 400. Quanto a morfologia, foram observadas
algumas anomalias na estrutura floral (Figura 5). Constatou-se que houve a ocorréncia de
flores andmalas (TFA) em todas as doses, especialmente nas doses 400 e 100, incluindo flores
siamesas onde as duas eram masculinas, masculina e feminina ou feminina (Figura 5 b, b.1,
b.2). Também foi constatado a presenca de pétalas andmalas (NPA) e teve incrementos,
especialmente nas doses altas 300 e 400, com flores com mais de 5 pétalas (Tabela 3),
apresentando flores com até nove pétalas, com variacbes de cor e morfologia nas pétalas
(Figura 5a e 5al), além de um namero inferior entre trés e quatro (Figura 5a3).

O NA apresentou variacdes para todas as dosagens avaliadas, com uma reducdo no
namero para a dose 100, com flores de duas anteras, e até quatro anteras nas doses 300 e 400.
Para 0 NFH, a quantidade se incrementou nas doses 100 e 200 (Tabela 3) (Figura 5b3),
enquanto, na floracéo, as frequéncias foram superiores nas doses 100, 200 e 300 para FH, com
um total de 5,22% (Tabela 4). Outras anomalias associadas a morfologia das pétalas foram
observadas, com mudancas em todas as pétalas, gerando pétalas finas, com bordas irregulares
(Figura 5c e 5c1) ou com tamanho irregular de pétalas, como observado na Figura 5. d, d.1
(FPA) A dosagem de 400 obteve até 46,79% do total das anomalias geradas pelos raios gama
(Tabela 4).
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Figura. 5. Anomalias nas flores geradas pelas doses de raios gama em melancia, variedade Sugar Baby.
a) variagdes no numero de pétalas e anteras Anomalias nas flores geradas pelas doses de raios gama em
melancia, variedade Sugar Baby. a) variagcfes no nimero de pétalas e anteras a.1l) superior a cinco
pétalas de forma alargadas, a.2) superior a cinco pétalas de forma redondeada, a.3) nimero inferior a
cinco pétalas b) formacéo de flores siameses, b.1) flor masculinas e femininas fusionadas, b.2) das flores
femininas fusionadas b.3) flor hermafrodita c) variages na forma e cor das pétalas, c.1) flores
assimetrias, d) assimetria ou fusdo das pétalas

VariagcOes associadas a floracdo também foram observadas, como flores siamesas,
flores com duas até quatro anteras, nas doses de 300 e 400. Esses individuos poderiam ser
usados na compreensdo da biologia floral da melancia. Dosagens inferiores ja foram testadas
no uso da obtencdo de embrides haploides a partir das doses de 275Gy (Taskin, et al., 2013).

As dosagens utilizadas também geraram efeitos no peso do fruto (PF), sendo
constatado frutos de menor peso médio na dose 300 Gy, ao contrario do obtido na dose 200,
que gerou frutos com os maiores pesos (207 g) (Tabela 3). A forma do fruto (FF) também foi
uma caracteristica onde se verificou variacdo, surgindo duas categorias novas de fruto:
achatada e eliptica, além da forma redonda tipica das Sugar Baby (Figura 6a, b, d). As
variacdes no fruto sdo mostradas na figura 6, e a distribuicdo da cor teve uma categoria (3)
adicional para os individuos tratados, correspondendo a frutos com faixas largas numa
frequéncia de 1,76% para as doses 200, 300 e 400 (Tabela 4).
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A cor da casca foi afetada pelos raios gama, apresentando duas novas categorias para a
cor primaria, 3 e 4 (verde claro e verde amarelado). No caso de CSC, a categoria 3 teve 0,87%
de frequéncia (Figura 6¢). A cor da polpa também sofreu mudancas, com a obtencéo de trés
novas categorias nas plantas dos tratamentos, nas frequéncias de 5,81%, 3,78% e 5,52%
(Tabela 4), correspondendo a vermelho intenso, laranja e verde (Figura 6e). O Lpe néo teve
variacoes significativas para as doses, enquanto o NS teve uma reducgéo para a dose 300, que

corresponde aos frutos com menor peso (Tabela 3).

Figura. 6. Influéncia dos raios gama na variacdo morfolédgica dos frutos. a) Variacdes na forma do
fruto a- a1, b) reducdo do tamanho dos frutos, c) variaces na epiderme do fruto, d) incremento de
tamanho e mudancas na forma, e) variac6es na cor da polpa.

Além da boa resposta para as doses testadas, a Sugar Baby apresentou caracteristicas
fenotipicas interessantes para 0 melhoramento genético. Uma delas foi a mudanca no habito
de desenvolvimento e levando em consideracdo que a arquitetura and € uma caracteristica
agrondmica importante e valiosa no melhoramento da melancia (Wei, et al., 2019), os raios
gama foram eficientes na obtencdo de individuos com essa caracteristica. Fenotipicamente, a
mudanca no habito de desenvolvimento foi mais evidente em plantulas e apds o primeiro més.
Mesmo quando as mudancas na clorofila das folhas estiveram associadas aos héabitos de
crescimento arbustivo, e isso afetou negativamente a sobrevivéncia das plantas, nos niveis

baixos, s6 geraram cores das folhas verde claras e habitos de crescimento arbustivo.
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Tabela. 4. Efeitos dos raios gama nas frequéncias de varidveis morfoldgicas na M1.

Dose HD GL
Categoria 1 2 Total f 3 5 7 Total f
100 1 99 100 18 38 44 100
0.29% 0 0 520% 10.98% 12.72% 28.90%
200 0 85 85 3 60 22 85
0.00% 0 0 0.87% 17.34% 6.36% 24.57%
300 1 50 51 10 29 12 51
0.29% 14.45% 14.74% 2.89% 8.38% 3.47% 14.74%
400 0 19 19 3 12 4 19
0.00% 549% 549% 087% 3.47% 1.16% 5.49%
Controle 0 91 91 0 43 48 91
0.00% 26.30% 26.30% 0.00% 12.43% 13.87% 26.30%
Total C. 2 344 346 34 182 130 346
X2 0.58% 99.42% 100.00% 9.83% 52.60% 37.57% 100.00%
E 3.14 49.004
Gl 4 8
p 0.5346 ns 0.001 Fkx
FH CF
Categoria 0 1 Total f 1 2 3
100 94 6 100 92 6 2 100
27.25% 1.74% 28.99% 26.59% 1.73% 0.58% 28.90%
200 77 8 85 84 1 0 85
22.32% 2.32% 24.64% 24.28% 0.29%  0.00% 24.57%
300 49 2 51 42 8 1 51
14.20% 0.58% 14.78% 12.14% 2.31% 0.29% 14.74%
400 18 1 19 18 1 0 19
522% 0.29% 551% 520% 0.29% 0.00% 5.49%
Controle 89 1 90 91 0 0 91
25.80% 0.29% 26.09% 26.30% 0.00%  0.00% 26.30%
Total C. 327 18 345 327 16 3 346
X2 94.78% 5.22% 100.00% 94.51% 4.62% 0.87% 100.00%
E 6.39 25.511
Gl 4 8
p 0.1719 ns 0.0013 folaied
FF
Categoria 0 1 2 3 Total f
100 5 7 76 12 100
145% 2.03% 22.09% 3.49% 29.07%
200 6 4 65 10 85
1.74% 1.16% 18.90% 2.91% 24.71%
300 6 1 43 1 51
1.74% 0.29% 1250% 0.29% 14.83%
400 2 1 14 2 19
058% 029% 4.07% 058%  5.52%
Controle 2 0 87 0 89
0.58% 0.00% 25.29% 0.00% 25.87%
Total C. 21 13 285 25 344
X2 6.10% 3.78% 82.85% 7.27% 100.00%
E 30.385
Gl 12
p 0.0024 xx
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DCF

Categoria 0 3 4 5 Total f
100 8 0 12 80 100
2.35% 0.00% 3.52% 23.46% 29.33%
200 10 2 15 58 85
293% 059% 4.40% 17.01% 24.93%
300 12 2 8 28 50
352% 059% 235% 8.21% 14.66%
400 2 2 4 11 19
059% 059% 1.17% 3.23% 557%
Controle 2 0 12 73 87
059% 0.00%  3.52% 21.41% 25.51%
Total C. 34 6 51 250 341
X2 9.97% 1.76% 14.96% 73.31% 100.00%
E 35.346
Gl 12
p 0.0004 Fokx
CsC
Categoria 0 1 3 4 Total f
100 5 28 1 66 100
1.45% 8.14% 0.29% 19.19% 29.07%
200 6 26 1 52 85
1.74% 756% 0.29% 15.12% 24.71%
300 6 6 1 38 51
1.74% 1.74% 0.29% 11.05% 14.83%
400 2 3 0 14 19
058% 0.87% 0.00% 4.07% 5.52%
Controle 2 10 0 77 89
0.58% 291% 0.00% 22.38% 25.87%
Total C. 21 73 3 247 344
X2 6.10% 21.22% 0.87% 71.80% 100.00%
E 24.35
Gl 12
p 0.0182 *x
CPC
Categoria 0 1 2 3 4 5 Total f
100 5 17 45 25 8 0 100
1.45% 4.94% 13.08% 7.27% 2.33% 0.00% 29.07%
200 6 16 49 11 3 0 85
1.74% 4.65% 14.24% 3.20% 0.87% 0.00% 24.71%
300 6 12 16 16 1 0 51
1.74% 3.49%  4.65% 4.65% 0.29% 0.00% 14.83%
400 2 3 7 6 1 0 19
058% 087% 2.03% 1.74% 0.29% 0.00% 5.52%
Controle 2 4 67 0 0 16 89
0.58% 1.16% 19.48% 0.00% 0.00%  4.65% 25.87%
Total C. 21 52 184 58 13 16 344
X2 6.10% 15.12% 53.49% 16.86% 3.78%  4.65% 100.00%
E 114.01
Gl 20
p 0.0001 Fkx
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CP

Categoria 0 1 2 3 4 5 Total f
100 5 20 10 50 6 9 100
1.45% 5.81% 291% 1453% 1.74% 2.62% 29.07%
200 6 17 7 45 3 7 85
1.74% 4.94% 2.03% 13.08% 0.87% 2.03% 24.71%
300 6 15 2 25 2 1 51
1.74% 4.36% 0.58% 7.27% 0.58% 0.29% 14.83%
400 2 3 1 9 2 2 19
0.58% 0.87% 0.29% 2.62% 0.58% 0.58% 5.52%
Controle 2 14 0 73 0 0 89
0.58% 4.07% 0.00% 21.22%  0.00% 0.00% 25.87%
Total C. 21 69 20 202 13 19 344
X2 6.10% 20.06% 5.81% 58.72% 3.78% 5.52% 100.00%
E 46.865
Gl 20
p 0.0006 Fkk
3.3. Diversidade fenotipica gerada pelos raios gama

A diversidade fenotipica resultante dos efeitos dos raios gama foi agrupada por

tratamentos. A dose alta deste estudo (400Gy) gerou quatro grupos, sendo o grupo | composto

por dois individuos que se encontram distantes dos grupos restantes, com uma dissimilaridade
de 0,8. Esses dois individuos (Y4R4P7 e YA4R4P8) apresentaram diversos distlrbios
fisioldgicos, como folhas amareladas, crescimento reduzido tanto em haste quanto em folhas,

e frutos sem sementes. O grupo Il, composto por nove individuos, foi 0 que apresentou menor

guantidade de variagdes e manteve caracteristicas semelhantes ao controle, com algumas

anomalias na floracdo. O grupo

semelhante ao

desenvolvimento, alguns com frutos pequenos ou hastes curtas (Figura 7).

IV, apresentou mudancas no
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Figura. 7. Fenograma baseado no indice de dissimilaridade de Gower agrupando a diversidade fenotipica
relacionada a mudancas morfologicas e distlrbios fisiol6gicos do tratamento 400Gy (Y4), agrupada em quatro
grupos fenotipicos.
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Constatou-se a formacéo de cinco grupos diferentes, quando a dose 300 Gy é aplicada,
sendo esta dose a que gerou mais diversidade fenotipica. O grupo I, composto por cinco
individuos, ndo apresentou a capacidade de gerar frutos com sementes ou frutos com flores
geralmente com anomalias, com uma dissimilaridade >1. Os grupos Il (5) e 11l (12), a 0,8 de
distancia do restante dos grupos, foram formados por individuos com variagdes na morfologia

de folhas, cor e frutos com casca diferenciada e de tamanho reduzido. O grupo IV (11), V (4)
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e VI (12) caracterizaram-se por ter leves mudancas na morfologia, especialmente uma
reducdo nos tamanhos das folhas para os grupos IV e V, a uma distancia de 0,6. O grupo VI
teve algumas leves mudancas pequenas nas flores, mas conservava muitas caracteristicas do
controle (Figura 8).

Aplicagcdes com dose 200 Gy gerou cinco grupos, onde quatro deles estdo distantes > 1
do 1, correspondendo a individuos que tiveram problemas para geracdo de flores e frutos (6
individuos). O grupo Il encontra-se a uma distancia de 0,8 dos grupos restantes, composto por
22 individuos que apresentaram plantas vigorosas, com folhas grandes, nimero de hastes > 1,
e frutos grandes com valores de peso de fruto superiores e com variagdo em forma de fruto.
Os grupos restantes conservaram caracteristicas semelhantes ao controle, com algumas
mudancas em caracteristicas de folha, lobulacdo e cor da folha, além de frequéncias em flores
hermafroditas (Figura 9).

Semelhante a dose 200, a dose de 100Gy gerou seis grupos. O grupo | (5 individuos)
apresentou variacdes no numero de flores, especialmente de flores hermafroditas, sendo o
grupo mais distante >1. O grupo Il estava a uma distancia > 0,8 dos outros grupos e foi
composto por 20 individuos que apresentam variacdes na lobulacdo das folhas e cor da polpa.
Os grupos Il e IV formaram um grupo distintivo, com variagdes do controle, como, por
exemplo, distribuicdo secundéria das cores da casca e cor da polpa. J& os individuos dos
grupos V e IV apresentam fenétipo parecido com o controle, com leves mudancas na floracao

e desenvolvimento (Figura 10).
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Figura. 8. Fenograma baseado no indice de dissimilaridade de Gower agrupando a diversidade fenotipica
relacionada as variagbes morfologicas causadas pelo tratamento 300Gy (Y3), agrupada em seis grupos
fenotipicos.
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Figura. 9. Fenograma baseado no indice de dissimilaridade de Gower demostrando a diversidade fenotipica do

tratamento 200Gy (Y2) em melancia, agrupada em cinco grupos fenotipicos
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Figura. 10. Fenograma baseado no indice de dissimilaridade de Gower demostrando a diversidade fenotipica do
0.0

tratamento 100Gy (Y1) em melancia, agrupada em seis grupos fenotipicos.
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3.4. Deteccdo de Mutacdes por Meio de Marcadores Moleculares

Dos 74 marcadores moleculares avaliados, os marcadores RAPD da série OPA néo
forneceram informacdes relevantes nem apresentaram polimorfismo. Na série OPM, apenas o
primer 02 apresentou uma banda polimorfica com tamanho superior a 100 pb para os
tratamentos nas doses Y1 e Y2 em comparagdo com o controle (C). Na série OPD, o primer
08 exibiu bandas polimorficas para os tratamentos Y1 e Y2, com fragmentos de 400 pb, mas
com bandas pouco cofiaveis. Dos primers ISSR, apenas os primes 1, 4,6,7 e 8 (DICA3 YG,
DiGA3'RC, DIGA5'CR, DICA5'CY, TriGTG) apresentaram bandas polimorficas. Quanto aos
primers SSR avaliados, apenas o primer BVWS00106 demonstrou polimorfismo para o

tratamento Y4 em relagdo ao C (Figura 11).

Figura. 11. Gel de agarose contendo amplificagdes com os marcadores RAPD, ISSR e SSR visando a deteccéo
dos efeitos dos raios gama ao nivel molecular dos tratamentos com raios gama () versus o controle(C). a)
Primer OPM 02 para Y1e Y2 com duas repeti¢des, b) Primer OPDO08, c) primer ISSR 01-08 para os tratamentos
Y4 (400Gy) versus C(Controle), d) Primer SSR BVWS00106 para os tratamentos Y4 versus C. A letra M
corresponde ao marcador de peso
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No uso de marcadores moleculares, somente dois marcadores RAPD encontraram
polimorfismo e individuos mutantes. Rodrigues et al. (2001), caracterizando geneticamente
plantas de figueira irradiadas por raios gama também identificaram a ineficiéncia de
marcadores RAPD em acessar regides de mutagoes.

Embora poucos marcadores RAPD e SSR tenham sido polimdrficos, foi observada
uma maior taxa de polimorfismo nos marcadores ISSR. Este polimorfismo derivado da
amplificacdo ISSR origina-se de variacfes nas sequéncias de DNA no ponto de ligagdo do
primer. Conforme observado por Reddy et al. (2002), a origem desse polimorfismo pode ser
atribuida a mutacdes em sitios e/ou eventos de insercdo/delecdo na regido SSR. Com isso, 0s
marcadores ISSR demostram um poder discriminativo consideravel em relagdo a mutantes ou
loci mutantes (e a diversidade genética entre eles), em concordancia com estudos
similares(Amorim, et al., 2012, Taheri, et al., 2014). Esse método oferece uma alternativa a

outro sistema para obter marcadores altamente reprodutiveis, dispensando a necessidade de
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informagdes prévias sobre a sequéncia para diversas analises genéticas. Devido a abundancia
e répida evolugdo das regides SSR, a amplificacdo ISSR tem o potencial de revelar um
numero muito maior de fragmentos polimorficos por primer do que qualquer outro sistema de

marcacdo utilizado, como RFLP ou microssatélites.

4. CONCLUSOES

O uso dos raios gama € eficiente na geracdo de variabilidade da mini melancia, com a
obtencdo de morfotipos diferentes do controle. Esta variabilidade fenotipica gerada pode ser
observada e detectada por meio de marcadores moleculares. Para a variedade Sugar Baby,
doses abaixo de 325 Gy podem ser Uteis na geracdo de variabilidade fenotipica e a dose
100Gy promoveu o crescimento em tanto que as doses 200 e 300 geraram individuos com

mudancas morfologicas evidentes.
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1. CONSIDERACOES NO AVANCO GERACIONAL DAS LINHAGENS
PROMISSORAS

1.1. Linhagens M2

Como foi relatado previamente, nas altas dosagens de 400 e 300Gy, o
desenvolvimento foi limitado para algumas plantas (46% e 13% respectivamente), que sé
chegaram até a fase fenoldgica prévia a floragdo. As mudancas incluiram o desenvolvimento
limitado com plantas ands e habito de crescimento arbustivo. Plantas ands geraram flores, mas
ndo tiveram sucesso no processo de polinizagdo, devido a escassa geracéao de flores femininas
ou anomalias nas flores masculinas, as anomalias na formacdo das anteras, na producao de
grdos de polen (Figura 1 a-al), assim como as mudancas na morfologia dos grdos de polen
(Figura 1 b-b1, d), seja por variacdes na conformacédo dos graos com fusdo deles formando
uma estrela, ou a presenca de gréos de polen jumbo 8 (Figura 1c, c.1) que afetaram a
fertilidade de alguns individuos das linhas M2. Em plantas com problemas para a fecundacao
foi possivel observar uma reducdo na producdo de grdos de pdlen nas anteras (variagdes na
morfologia do gréo).

Figura, 1. VariacBes nos grdos de pélen. a) reducdo da quantidade de pdlen nas anteras de individuo M2 a.1)
controle, b) mudancas na estrutura de grdo de pélen, ¢) problemas nos processos meiéticos, com a geracdo de
grdos de pélen jumbo ou polinucleados (c.1).

WO: 7.78 reeny
SEM MAG: 430 x 100w
Dutajmity); D114

Junto com o processo de polinizagdo, viu-se afetado subsequentemente o processo de
frutificacéo. Individuos tiveram abortos florais e abortos do fruto, j& para os individuos onde a
frutificac@o foi possivel, se apresentaram frutos sem sementes (figura 2, al), pouca producéo
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de sementes ou sementes inviaveis (figura 2, b1) e sementes sem embrido. (figura 2, c1). A
produgdo de sementes ndo esteve associada a nenhuma caracteristica morfologica do fruto,
apresentando-se em frutos grandes e pequenos, de casca escura ou com cor secundaria, polpas
vermelhas, verdes etc. Assim, muitos individuos s6 conseguiram ser avaliados até M2 e

alguns deles conformam grupos pequenos dentro das analises por meio do indice de Gower.

Figura, 2. VariacGes dos frutos na geracdo de sementes, a) frutos sem sementes, b) frutos com sementes e
baixa viabilidade, ¢) com sementes sem embrido.
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1.2. Populagdo 400Gy da M2

Trés grupos apresentaram caracteristicas diferenciadas na populagdo M2, obtida por
meio da dose 400Gy. No entanto, s6 dois deles apresentaram variacfes no desenvolvimento
com porte reduzido. A linha 87 conservou as mudancas no habito de desenvolvimento (grupo
I) e atraso na floragdo de até 90 dias; grupo Il, formado por 15 individuos, teve ainda um
crescimento reduzido, mas ndo tanto quanto o grupo l. As variagdes deste grupo também
estiveram associadas a floracdo com atraso até 70 dias e pouca producdo de sementes. O
grupo I, formado por 193 individuos, foi o que mais compartilhou caracteristicas com o
controle e as variagdes geralmente nas varidveis de fruto como cor da casca e cor da polpa.
Apenas 7% das doses 400Gy fixou atributos em M2.

Figura, 3. Fixacdo de carateristicas na M2 provenientes da dosagem 400Gy em melancia.
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1.3. Populagdo 300Gy da M2

O maior nimero de linhas avaliadas na geracdo M2 foi proveniente da dosagem 300
Gy. Houve a formacdo de oito grupos diferentes dentro dos quais, seis foram
morfologicamente diferentes do controle. O grupo I, formado por uma planta ana, com
fendtipo totalmente diferente do controle e do grupo Il. No grupo Ill, formado por 60
individuos, as varia¢es foram no grau de lobulacéo tipo 3, variagdes na cor das folhas verde
escuras ou verde claras, a cor da polpa em diferentes tipos de vermelho e numero de
sementes. O grupo IV foi formado por 21 individuos que apresentaram variacGes na cor da
polpa, variando do rosa a vermelho claro. O grupo V, formado por 26 individuos, também
apresentou variagdes com polpa vermelha e com tons mais intensos a escuros.

O grupo VI foi conformado por, 24 individuos e apresentou variacdes no nimero de
sementes, na largura do pericarpo. Ja o grupo VII, foi conformado por, 14 individuos que,
apresentaram variagdes no periodo da floracdo e na epiderme do fruto, e na floracgdo.
Observou-se que 59.80% de individuos do ciclo 1 e 64.4% do ciclo 2 perderam as
caracteristicas obtidas pelas doses 300Gy. Os grupos Il e VIII foram formados por um total de
238 individuos, onde 122 agruparam-se no grupo Il e 116 no grupo VII, compartilharam
grande quantidade de caracteristicas semelhante ao controle. Foram observadas pequenas
mudangas, por exemplo, variagcbes na largura de colo e variacGes na floracdo com plantas
apresentando flores hermafroditas, entre outras mudancgas pouco representativas. Cabe ainda
destacar as variacdes que se apresentaram no fruto, como tamanho, cor primaria e distribuicédo
da cor secundaria. Apenas 40.2% de individuos do ciclo | e 35.6% do ciclo Il mantiveram

algumas mudancas morfologicas geradas pelos raios gama para a dosagem 300Gy.
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Figura, 4. Fixacéo de carateristicas na M2 na dosagem 300Gy ciclo 1 (I, 11, Hl1, V), ciclo 2 (V, VI, VII, VIII).

482500 33589

.%5’3‘

WP e Ry,

g o e Wy
T\ o - -~

‘.

A
Y ?

v

QP Y

82



1.4, Populagdo 200 e 100Gy da M2

Para as dosagens 100 e 200Gy a quantidade de variabilidade morfologica
gerada se manteve em trés grupos que foram distintos do tratamento controle. A populacédo do
avanco geracional foi composta pelo grupo I, formado por 19 individuos que apresentaram
mudangas na floragdo e variacGes na cor do fruto e geragéo de sementes.

O grupo Il, com 154 individuos, compartilhou mais caracteristicas com o controle,
com variacOes leves na presenca de flores hermafroditas e com uma redugdo nos dias para
floracdo. O grupo I11, com 24 individuos, apresentou varia¢des na casca da fruta com manchas
e geralmente frustos grandes e com muitas sementes. Ja o grupo 1V, composto por 73 plantas
que, expressaram um fen6tipo vigoroso, com folhas grandes, colos largos, verde intenso e
frutos de tamanho maior, com polpa coloragdo vermelho intenso. Individuos avaliados
(42.97%) dos tratamentos 100 e 200Gy mantiveram algumas carateristicas obtidas pelo

procedimento, especialmente o 7% da populacéo (grupo I).

Figura, 5. Fixagdo de carateristicas na M2 na dosagem 100 e 200Gy para melancia.

I
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1.5. Linhagens M3 e M4

A linhagem 318MM23 apresentou a maior quantidade de caracteristicas distintas dos
demais grupos. Eram plantas menores e esguias, que geravam frutos menores, porém com
mais segmentos e dias para floragdo. Alguns dos individuos desta linhagem foram agrupados
no grupo I, que foi o grupo mais distante do controle, apresentando os valores mais altos de
dissimilaridade, com o indice de dissimilaridade de Gower acima 1.20. No entanto, alguns
individuos perderam algumas das caracteristicas distintas (crescimento reduzido de todas as
estruturas) me ficaram mais semelhantes com o controle (38.46%), e por isso foram grupados
no grupo V.

A linhagem 413MM32 compartilha algumas caracteristicas fenotipicas semelhantes ao
controle e a linhagem 495M37, especialmente da parte vegetativa com poucas variagdes no
habito de desenvolvimento, porém a largura do ramo principal foi uma caracteristica
particular da linha (6.06 cm). Também vale ressaltar que da linhagem 413MM32 atingiu
maior média referente ao peso do fruto (235.64 g). Dentre as linhagens testadas, a linhagem
495 e 413 sdo ainda segregantes e elas compartilham caracteristicas, por isso foram agrupadas
nos grupos Il e 111 com indices de dissimilaridades de 0.60 entre elas.

A partir das caracteristicas morfofisiologicas avaliadas foi possivel separar 0s
individuos em 5 grupos com caracteristicas fenotipicas divergentes. Sendo o individuo 390-
318MM23 o mais diferente dentre os grupos, possuindo aspectos Unicos como o Brix mais

elevado (8,2) e o maior nimero de hastes (3).
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Figura, 6. Fixacéo das caracteristicas na M3 das linhas 318.413e 495 em melancia Sugar Baby.
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1.6. Linhas M3 e M4

450MM34: Planta de habito de desenvolvimento rastreiro, de comprimento de haste
principal superior a um metro, folhas de cor verde intenso, com lobulagéo de tipo 3, floragéo
aos 40 DDS, frutos redondos com distribuicdo de cor tipo 5, cor primaria verde esbranquicado
com verde, cor da polpa predominantemente verde, com uma leve coloracdo verde
avermelhada, e linhagem M4 ainda segregante.

441 MM34: Planta de habito de desenvolvimento rastreiro, com haste principal
superior a 1m, grau de lobula¢do intermédio 5, cor do fruto verde esbranquicado com
distribuicdo de cor tipo 5, cor secundario verde, cor de polpa predominante verde, e
segregante para amarelo.

MM75-5: linha M3, ainda segregante, planta rastreira, com guisas superiores a 1m,
folhas verde intensas a escuras, ainda segregante para variaveis tamanho de fruto, cor da
polpa vermelha intensa e uma reduccao no tamanho do pericarpio com valores entre 2 a 3

mm.

Figura, 7. Variacdes no fruto, cor da polpa, largura do pericarpo, grau de lobulacéo e cor das folhas nas
geragdes M3 e M4 de melancia. a) linha 450MM34-10, b) linha441M34, ¢) linha MM75-5.




1.7. VariacOes na cor da casca

MM68: Séo plantas de habito de crescimento rastreiro, com guias inferiores a 1m,
folhas verdes intensas com grau de lobulacdo 7, polpa avermelhada com borda verde e
pericarpo inferior a 2mm.

413MM32-1: Planta de habito de crescimento rastreiro superior a 2m, folhas grandes,
verdes e com tipo de lobulagdo intermédia 5, frutos redondos com casca verde esbranquicada,
cor da polpa vermelha, pericarpo de 5 mm.

495MM37-1: Planta de habito de crescimento rastreiro superior a 2m, folhas grandes,
verdes claras e com tipo de lobulagdo intermédia 5, frutos redondos com casca verde
esbranquicada, cor da polpa vermelha escura, pericarpo de 8 mm.

Figura, 8. Variacdes no fruto, cor da casca da fruta, cor da polpa, largura do pericarpo, grau de lobulagéo e cor
das folhas nas gerages M3 e M4 de melancia. a) linha MM86-17, b) linha 413MM32-1, c¢) linha 495MM37-8.
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ANEXOS

. Tabela 1. Primers avaliados para a deteccdo dos efeitos do plasma frio e raios gama no DNA de melancia
Sugar baby.

Primer Sequéncia Temperatura
OPA-02 TGCCGAGCTG 40
OPA-03 AGTCAGCCAC 40
OPA-04 AATCGGGCTG 40
OPA-05 AGGGGTCTTG 40
OPA-06 GGTCCCTGAC 40
OPA-07 GAAACGGGTG 40
OPA-08 GTGACGTAGG 40
OPA-09 GGGTAACGCC 40
OPA-10 GTGATCGCAG 40
OPA-11 CAATCGCCGT 40
OPA-12 TCGGCGATAG 40
OPA-13 CAGCACCCAC 40
OPA-14 TCTGTGCTGG 40
OPA-15 TTCCGAACCC 40
OPA-16 AGCCAGCGAA 40
OPA-17 GACCGCTTGT 40
OPA-18 AGGTGACCGT 40
OPA-19 CAAACGTCGG 40
OPA-20 GTTGCGATCC 40
OPD-03 GTCGCCGTCA 40
OPD-05 TGAGCGGACA 40
OPD-08 GTGTGCCCCA 40
OPD-11 AGCGCCATTG 40
OPD-12 CACCGTATCC 40
OPD-15 CATCCGTGCT 40
OPD-16 AGGGCGTAAG 40
OPD-18 GAGAGCCAAC 40
OPD-20 ACCCGGTCAC 40
OPMO01 GTTGGTGGCT 40
OPMO02 ACAACGCCTC 40
OPMO03 GGGGGATGAG 40
OPMO04 GGCGGTTGTC 40
OPMO05 GGGAACGTGT 40
OPMO06 CTGGGCAACT 40
OPMO07 CCGTGACTCA 40
OPMO09 GTCTTGCGGA 40
OPM12 GGGACGTTGG 40
OPM13 GGTGGTCAAG 40

OPM14 AGGGTCGTTC 40




Primer Sequéncia Temperatura
OPM15 GACCTACCAC 40
OPM16 GTAACCAGCC 40
DICA3'YG CACACACACACACACAYG 55
DIiCA5 CR CRCACACACACACACACA 55
DIiGA3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC 55
DIGA3'RC GAGAGAGAGAGAGAGARC 55
DIGA3'T GAGAGAGAGAGAGAGAT 55
DIGA5'CR CRCACACACACACACACA 55
DICA5'CY CYCACACACACACACACA 55
TriGTG GTGGTGGTGGTGGTG 55
TriGTG5'CY CYGTGGTGGTGGTGGTG 55
TriTGT3'RC TGTTGTTGTTGTTGTRC 95
TriTGT5'CY CYCACCACCACCACCAC 55
TriAAC3'RC AACAACAACAACAACRC 55
TriAAG3'RC AAGAAGAAGAAGAAGRC 55
TriATG3'RC ATGATGATGATGATGRC 45
TriACA3'RC ACAACAACAACAACARC 45
TriIAGG3'RC AGGAGGAGGAGGAGGRC 55
TriTCA3'RC TCATCATCATCATCARC 55
TriTCT3'RC TCTTCTTCTTCTTCTRC 45
TriTCC3'RC TCCTCCTCCTCCTCCRC 45
TriTGA3'RC TGATGATGATGATGARC 45
TriCAT3'RC CATCATCATCATCATRC 55
TriCGA3'RC CGACGACGACGACGARC 45
TriGAA3'RC GAAGAAGAAGAAGAARC 45
BVWS00048 TCAAAAGGTTTGCCCTAAATGAAA TGCTGATCTCCCATTCTTAACCTC
BVWS00106 TGGCCTAGAAGATTATTGAGCTGC CATTATCACATGGCAGATAATGGAAA
BVWS00155 TGGATCATTTGACAGATTTAGCGA CATCACAGTTAACGATCACAAGGC
BVWS00208 GCAAAGATTGTCTATGAAGCAGCA GCTCATTGGCTTCTTGAATCTGTT
BVWS00297 ACAACTTTGATTGATTGCACGATG AAGTGAAAGACCCTTTTCCCAAAC
BVWS00314 GAGGAGAATCGGTTCTTGGACATA TTGAGCATCCTTGGGACTATCATT
BVWS00441 TGGTTGAAATCAATAAAAAGTGAA TGGATGTTTTTGGCATTTGA
BVWS00658 TTAGCCTAAGCAAGGGTTTTT AAGTACACATTTTAAACAATCAATCCA
BVWS00948 TCAAACCGACTGCCATATCA AGCTTGTCTTCCTGGCCTTT

BVWS01734 AAAATTACATCTTAAATGCGCC GGAACATTGACTTCAATCAGCA
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