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CARACTERIZACAO EM ACESSOS DE MELAO DO BANCO ATIVO DE
GERMOPLASMA DE CUCURBITACEAS PARA O NORDESTE BRASILEIRO

RESUMO

A producdo do meldo (Cucumis melo L.) no Brasil vem aumentando significativamente nos
ultimos anos, sendo apreciado nos mercados internos e externos. O meldo mais produzido é
do grupo botanico inodorus, tipo “amarelo”, porém, as cultivares apresentam suscetibilidade a
estresses bioticos e, portanto, ha necessidade de busca por novo germoplasma para dar suporte
aos programas de melhoramento de meldo. Por outro lado, existem melGes cultivados por
pequenos agricultores e uma boa amostra desses meldes foi coletada e encontra-se
armazenada no BAG de Cucurbitaceas para o Nordeste brasileiro localizado na Embrapa
Semiérido, Petrolina-PE. Assim, o presente estudo teve como objetivo estudar uma amostra
de acessos de meldo da agricultura tradicional e estimar a variabilidade genética entre e dentro
de uma amostra de acessos desses mel6es utilizando descritores morfoldgicos e moleculares, a
fim de identificar as subespécies e seus respectivos grupos botanicos. Na caracterizagdo
morfologica foram usadas as geracdes parentais e S; utilizando descritores quantitativos e
qualitativos e alguns acessos foram desdobrados em subacessos. Para a caracterizacdo
molecular os subacessos foram analisados com 28 primers ISSR. Com os dados morfologicos
foi possivel identificar a subespécie agrestis com 0s grupos botanicos makuwa e momordica e
a subespécie melo com o grupo boténico cantalupensis. Os agrupamentos pelo método
UPGMA mostraram grande diversidade genética entre e dentro dos acessos e dos subacessos.
Houve uma razoavel concordancia entre os dados morfolégicos e moleculares, embora 0s
dados moleculares foram mais precisos na separa¢do dos grupos. Contudo, ha indicacdo de
gue houve introgressao de caracteres das diferentes subespécies e diferentes grupos botanicos
no material cultivado pelos pequenos agricultores.

Palavras chaves: Cucumis melo, Germoplasma, ISSR, variedade boténica, agricultura
tradicional.



CHARACTERIZATION OF MELON ACCESSIONS OF THE ACTIVE CUCURBIT
GERMPLASM BANKFOR THE NORTHEAST BRAZIL

Abstract

The melon (Cucumis melo L.) production is growing steadily in the last years and it is
demanded for the internal as well as the external markets. The melon produced belongs to the
botanical group inodorus, yellow type, although the cultivars used present susceptibility to
biotic stresses and, therefore, there is a need to search new germplasm in order to give support
to melon breeding programs. On the other hand, there are melons cultivated by small farmers
in the traditional agriculture of Northeast Brazil and a sample of these melons is stored in the
Active Germplasm Bank of Cucurbits for the Northeast Brazil, located in the Semiarid
Embrapa, at Petrolina-PE. Thus, the present study aimed at to estimate the genetic variability
within and among melon accessions using morphological and molecular markers in order to
identify the melon subspecies and their respective botanical groups. In the morphological
characterization the parental e S1 generations were used recording quantitative and qualitative
descriptors and some accessions were partitioned in subacessios. In the molecular
characterization 28 ISSR primers were used. Using the morphological data is was possible to
identify the subspecies agrestis with the botanical groups makwua and momordica and the
subespecies melo with the botanical group cantalupensis. The UPGMA clusters showed great
genetic diversity within and among the accessions and subaccessions. There was a reasonable
agreement between the clusters based on morphological and molecular data, although the
molecular data were more precise in the separation of the clusters. However, there is
indication of introgression of traits of different subspecies and their botanical groups in the
melon cultivated in the traditional agriculture of Northeast Brazil.

Kew-words: Cucumis melo, germplasm, ISSR, botanical variety, traditional agriculture.
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INTRODUCAO GERAL

Taxonomia e classificacédo botanica

Segundo Jeffrey (1990), a classificacdo do meloeiro obedece a seguinte ordem:
Classe: Dycotyledoneae
Subclasse: Dilleniidae
Subordem: Violanae
Ordem: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Tribo: Melothirieae
Subtribo: Cucumerinae
Género: Cucumis
Subgénero: Melo
Espécie: Cucumis melo L.

O meldo é uma cultura que apresenta um alto polimorfismo principalmente nas
caracteristicas de fruto e consequentemente essa variagdo é muito importante para a
classificacdo das espécies. Existem muitas classificagdes, mas, trés delas se destacam. A
primeira desenvolvida por Munger e Robinson (1991) considera que a espécie Cucumis melo
L. tem sete grupos botanicos, sendo um deles silvestre (var. agrestis Naudin) e os outros seis
cultivados (cantalupensis Naudin, inodorus H. Jacg., flexuosus (L.) Naudin, conomom
(Roxb.) Duthie & Fuller, dudaim (L.) Naudin e chito (C. Morren) Naudin. Mais tarde,
Robinson e Decker-Walters (1997) estabeleceram seis grupos para a espécie de meldo
(cantalupensis, inodorus, conomom, dudaim, flexuosus e momordica). A espécie C. melo
compreende duas subespécies (JEFFREY, 1980; KIRKBRIDE, 1993), C. melo ssp. agrestis
(com tricomas curtos e adensados no ovario), compreendendo cinco grupos botanicos e C.
melo ssp. melo (com tricomas longos e dispersos no ovario) abrangendo onze grupos
botanicos (PITRAT et al. 2000), os quais estdo descritos a seguir:

1. agrestis:

1.1 var. conomon Thumberg: folhagem verde escura, planta andromonoica, fruto com formato
alongado, casca lisa e fina, branca ou verde claro, polpa firme, branca, ndo doce, ndo
aromatico, ndo climatérico, sementes pequenas amarelas. Usado como pepino. Leste da Asia.

1.2 var. makuwa Makino: folhagem verde escura, planta andromondica, fruto com formato

achatado, redondo, oval ou piriforme. Casca lisa, fina, branca, amarelo brilhante ou verde
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claro, polpa branca, doce, pouco aromatico, maturacdo precoce, climatérico, sementes
pequenas amarelas. Leste da Asia.

1.3 var. chinensis Palango: folhagem verde escura, planta andromondica, formato do fruto
piriforme, coloracdo da casca verde claro ou escuro com manchas (pontos), polpa verde ou
alaranjada, ndo aromatico, teor médio de agUcar, maturagdo tardia, ndo climatérico, sementes
pequenas amarelas. Leste da Asia.

1.4 var. momordica Roxburgh: planta mondica, formato do fruto achatado a alongado, sem
rugosidade ou gomos superficiais, casca fina rachando quando maduro, baixo teor de agucar,
polpa branca farinhenta quando maduro, ndo aromatico, maturagdo precoce, climatérico,
sementes médias, brancas. Colhido geralmente antes de maduro e cozido. india.

1.5 var. acidulus Naudin: plantas monoicas, formato do fruto oval ou eliptico, sem rugosidade,
coloracdo da casca uniforme alaranjada ou com manchas (pontos), branca muito firme, polpa
quebradica, sem doce, ndo aromatico, usado principalmente cozido. india.

2. melo:

2.1 var. cantalupensis Naudin: planta geralmente andromondica mas também mondica, formato
do fruto achatado ou ligeiramente oval, gomos meédios a forte, casca lisa, doce, polpa
alaranjada (as vezes, verde), aromético, climatérico, sementes medias, amarelas. Europa, oeste
da Asia, norte e sul da América.

2.2 var. reticulatus Séringe: planta andromonodica, formato do fruto redondo a ligeiramente oval,
casca rendilhada com ou sem gomos, doce, polpa alaranjada (algumas vezes verde),
aromatico, climatérico, sementes medias, amarelas. Europa, oeste Asia, norte e sul da
América, Japdo, principalmente desenvolvido neste século nos EUA.

2.3 var. adana Palango: planta monoica, fruto com formato redondo a alongado, com ou sem
gomos, ligeiramente rendilhado, casca fina alaranjada, marrom ou creme, polpa alaranjada (as
vezes branca), fina, baixo teor de acUcar, farinhenta, maturacao precoce, climatérico, oeste da
Asia, sudeste da Europa.

2.4 var. chandalak Palango: grupo bastante polimoérfico, plantas andromondicas, formato do
fruto achatado a redondo, com ou sem gomos, cor da casca verde a amarela com ou sem
manchas (pontos), as vezes enrugado ou com rendilhamento, polpa branca ou verde, baixo
aroma, bom teor de aglcar, maturagio precoce a média, climatérico. Asia Central.

2.5 var. ameri Palango: plantas andromonoicas, formato do fruto alongado oval, coloragdo da
casca amarela a verde claro, cor uniforme ou com manchas (pontos), geralmente sem gomos,
ligeiramente rendilhado, polpa branca (as vezes alaranjada), baixo aroma, bom teor de aguUcar,

climatérico. Asia Central.
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2.6 var. inodorus Jacquin: plantas andromondicas, formato do fruto redondo a eliptico

frequentemente pontiagudo no peddnculo, cor da casca branca, amarela, verde escura, cor
uniforme ou com manchas (pontos), frequentemente rugosa, com ou sem gomos, polpa branca
suculenta, maturacéo tardia, ndo aromatico, nao climatérico com longa vida de prateleira (até

varios meses), sementes grandes. Asia central, paises do mediterraneo (Espanha), América.

2.7 var. flexuosus Linné: plantas monodicas, fruto muito longo (até dois metros, mais que seis

vezes mais longo do que largo), casca verde clara ou listado verde claro/verde escuro, com
gomos ou rugoso, fruto maduro nao doce, polpa branca, frutos novos comido cru ou como
picles (como pepino), climatérico, sementes médias, brancas. Norte da Africa, leste e Asia
Central, India.

2.8 var. chate Hasselquist: plantas mondicas (as vezes andromondicas), fruto muito parecido com

2.9

flexuosus mais curto (redondo a alongado) fruto maduro ndo doce, colhido antes do
amadurecimento e comido cru ou as vezes como picles (como pepino), com gomos, verde
claro a verde escuro, polpa branca a alaranjada clara, climatérico. Norte da Africa, leste e Asia
Central.

var. tibish Mohamed: planta andromondica, fruto pequeno, oval, verde escuro com listas
verde claro, polpa firme, branca, ndo doce, colhido antes do amadurecimento e comido cru ou
como pepino, sementes pequenas amarela. Tipo muito similar é cultivado para comer as

sementes no Sudao.

2.10 var. dudaim Linné: planta andromonodica, fruto pequeno com formato redondo ligeiramente

oval, amarelo com listas , casca aveludada, forte aroma tipico, polpa branca fina, ndo doce,
sem gosto, climatérico, sementes pequenas, amarelas. Cultivadas como ornamentais ou

aromaticas. Oeste e Asia Central, norte da Africa, sudeste da Europa.

2.11 var. chito Morren: plantas andromondicas ou mondicas, frutos muito pequenos com formato

redondo, casca lisa, amarelo, polpa branca, fina, ndo aromatico, ndo doce, sem gosto,

climatérico ou ndo climatérico. (cultivado na América, mas, existem guestionamentos).

Origem e domesticacdo

As formas silvestres de C. melo sdo encontradas no leste da Africa tropical
(WHITAKER e BEMIS, 1976; AKASHI et al., 2001). Mallick e Massui (1986) relatam que o
meldo se originou na Africa e que a ocorréncia dessas plantas em diferentes partes do mundo
pode ser o resultado de dispersdo por passaros, animais e pelo homem. Por exemplo, ha

registro de ocorréncia de meldo no Japdo, Europa, Australia, india, Arabia Saudita, Ird e
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outros. Pitrat (2013) relata que os meldes silvestres podem ser observados na Africa e na Asia.
O mesmo autor também comenta sobre a diferenca entre os meldes silvestres e cultivados,
pois para ele os melGes silvestres caracterizam-se por apresentar pequenas folhas, flores,
frutos (20 a 50 g) e sementes. Ja nos melBes cultivados sdo observados frutos e sementes
maiores, diversos formatos, coloragdo de polpa laranja, sendo esses fatores resultantes da
selecdo.

O meldo foi para a Europa no declinio do Império Romano (PURSEGLOVE, 1977),
de Ia foi levado para as Ameéricas por diferentes caminhos (CORREA, 2010) e instituiu-se na
agricultura tradicional no Nordeste brasileiro e no Sul do Brasil onde parte da diversidade foi
coletada para a formacéo do banco de germoplasma (QUEIROZ, 2004; PRIORI et al., 2010).

O homem ¢ dependente de plantas domesticadas para sua alimentacdo e as plantas
domesticadas sdo dependentes do homem, pois elas ndo conseguem sobreviver na competicdo
com ervas daninhas na agricultura (PITRAT, 2013). Ainda segundo o autor, as populacdes
silvestres observadas hoje ndo podem ser consideradas como ancestrais dos tipos cultivados.
Estas populacdes correspondem a evolucdo por selecdo natural, enquanto as cultivadas
correspondem a evolucdo sob a acdo do homem ou selecdo artificial, a partir de uma

ancestralidade comum.

Importéncia econémica da cultura

O meldo é uma hortalica bastante apreciada no mercado interno e externo. Sua producao
vem aumentando significativamente nos Ultimos anos. Segundo os dados da FAO (2012)
China, Turquia e Ird sdo os maiores produtores mundiais de meldo, enquanto que o Brasil
ocupa 0 12° lugar. Entretanto, a cultura do meldo, no Brasil, € praticada em cerca de 22 mil
hectares com uma producdo de 565,9 mil toneladas, sendo que o Nordeste brasileiro
representa, um pouco mais de 19 mil hectares, com uma producdo de 523,4 mil toneladas,
representando 86,4% da producéo. Os 13,6% restantes estdo distribuidos nas diversas regides
do pais, porém o Rio Grande do Sul tem uma area de cerca de 9,7% do total e assim, 0s
demais estados do pais, apresentam uma area cultivada de apenas 2,9% (IBGE, 2013). Dentre
os estados do Nordeste brasileiro, se destacam o Rio Grande do Norte com 8.900 hectares
(46,8%) e Ceard com 7.329 (38,6%), seguidos pela Bahia com 1.589 (8,4%) e Pernambuco
com 870 (4,6%), totalizando, 98,4% da area do Nordeste brasileiro, cultivada com meldo

(IBGE, 2013). Ainda, de acordo com a mesma estatistica o valor da producdo da cultura no
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Brasil estd estimado em R$ 501,7 milhdes de reais. Grande parte dessa producdo € destinada
ao mercado externo.

A grande producdo do meldo na regido do Nordeste brasileiro se deve ao potencial
produtivo do mesmo com os cultivos irrigados e a boa localizacdo da regido em relagdo aos
portos para atender os mercados internacionais, alcangando o terceiro lugar no ranking das
exportacdes brasileiras (AGRIANUAL, 2014). Além das exportacbes, o meldao também ¢é
comercializado nacionalmente em supermercados e feiras livres.

No Brasil as cultivares mais produzidas sdo do grupo boténico inodorus, tipo
“amarelo”. Contudo, h& um aumento na demanda de mercado por melbes do grupo
cantalupensis, aromaticos, de polpa salmdo, com bom sabor e maior teor de acucar (°Brix).
Além desses, também sdo cultivados outros tipos: “Pele de Sapo”, “Gaélia” e “Charentais”
(COSTA, 2008). Entretanto, por serem produtos oriundos do melhoramento, essas cultivares
apresentam-se uniformes para as caracteristicas de planta e fruto embora apresentem algumas
limitacBes quanto a tolerdncia ou resisténcia a estresses bidticos e abioticos. Alguns trabalhos
de melhoramento vém sendo conduzidos em unidades da Embrapa e na Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA) enfocando a qualidade do fruto e a resisténcia a pragas e
patdgenos e na Universidade Federal de Alagoas buscando obter hibridos entre os grupos
botanicos inodorus e reticulatus (NUNES et al., 2016). O meldo é rico em elementos
minerais, em particular potassio, sodio e fosforo. J& o valor energético é relativamente baixo,
de 20 kcal/100g a 62 kcal/100 g de polpa e a porcao comestivel representa 55% do fruto. O
fruto pode ser consumido in natura, como ingrediente de saladas e também na forma de suco
(COSTA, 2008).

Banco de germoplasma

Segundo Querol (1993), do ponto de vista etimoldgico, a palavra germoplasma, tem
duas raizes: germo (de origem latina), que significa “principio rudimentar de um novo ser
organico”; e plasma (de origem grega), que significa “ formagdo”. Portanto, germoplasma é
definido como a matéria onde se encontra um principio que pode crescer e se desenvolver.
Para Torres Filho (2008), do ponto de vista técnico, germoplasma compreende a soma total
dos materiais hereditarios de uma espécie. Assim, o germoplasma compde a base fisica da
heranca, sendo transmitido de uma geracéo para outra.

O germoplasma de uma espécie fica armazenado em um banco que compde um

reservatorio de alelos. Entretanto, pode ser composto por parentes silvestres da espécie,



15

cultivares locais (landraces), linhagens melhoradas e cultivares atuais (QUEROL, 1993). As
atividades de um banco de germoplasma compreendem a coleta, caracterizacdo, avaliagéo,
documentacao e conservacdo / preservacdo. O material genético pode ser obtido em lavouras
familiares, hortas e pomares caseiros, mercados, feiras e habitats silvestres (QUEROL, 1993).

De acordo com Queirdz (2011), os bancos de germoplasma de cucurbitaceas existentes
no Brasil ja contém ao redor de 6.500 acessos, sem considerar as multiplicacdes, e uma
grande parte desta variabilidade ndo foi caracterizada nem avaliada e, assim, existe uma
grande possibilidade de encontrar novos genes uteis para 0 melhoramento das espécies de
cucurbitdceas que ja& foram resgatadas. Segundo Queiroz (2004), o banco ativo de
germoplasma de cucurbiticeas para o Nordeste brasileiro, localizado na Embrapa Semiérido
Petrolina - PE teve inicio em 1985.

Santos (2011) relata que o BAG de Cucurbitaceas do nordeste brasileiro conta com
150 acessos de Cucumis spp. (meldo e maxixe), coletados em seis estados do Nordeste entre
0s anos de 1991 a 2000, por meio de expedicOes de coleta. Entre os estados, 0 Maranh&o € o
de maior representatividade, possuindo 96 acessos, seguido da Bahia com 39. Os estados de
Pernambuco, Piaui e 0 Rio Grande do Norte contam com apenas trés acessos cada e o estado
de Sergipe com apenas um acesso. O banco conta ainda com cinco acessos estrangeiros sendo
quatro da Espanha e um do México.

Caracterizacdo de germoplasma

O incremento das atividades de caracterizagdo e avaliacdo do germoplasma é muito
importante, pois através dessas informagdes o germoplasma torna-se (til para os programas de
melhoramento. Nessas atividades, o papel do curador é fundamental, uma vez que as
informacBes sobre os acessos do banco de germoplasma correspondem a uma de suas
atribuicbes. Para o processo de caracterizacdo e avaliacdo, sdo consideradas cinco etapas:
correta identificagdo boténica; elaboracdo do cadastro de acessos; caracterizagdo propriamente
dita; avaliacdo preliminar e avaliacdo aprofundada (HAWKES, 1982; VALLS, 1998).

Para que sejam realizados estudos de caracterizagdo de germoplasma é necessaria uma
sistematizacdo de descritores compreendendo os caracteres botanicos da espécie de interesse.
O Instituto Internacional de Recursos Genéticos Vegetais (IPGRI, 2003), hoje Bioversity
International, publicou uma lista de descritores para a cultura do meloeiro. Dentre estes, estdo
os descritores de caracterizagdo, que permitem a discriminacdo dos fenotipos em diferentes

ambientes, por meio da andlise visual, j& que os caracteres sdo de natureza qualitativa e se
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expressam nos diferentes ambientes. No entanto, para avaliar os caracteres quantitativos é
necessario o auxilio de alguns equipamentos, como por exemplo, o uso de régua, balanca,
paquimetro e entre outros, uma vez que esses caracteres sofrem interferéncia dos efeitos
ambientais, podendo também sofre interacdo genotipo x ambiente. Contudo, a caracterizacdo
morfologica sofre interferéncia dos efeitos do ambiente e essas limitagdes tém estimulado o
incremento de abordagens e técnicas que permitem a obtencdo de informacdes diretamente do
DNA (Acido Desoxirribonucléico) (WILLIAMS et al., 1990) complementando os estudos
morfoldgicos.

Nos Ultimos anos, teve um aumento significativo no uso de metodologias da genética
molecular e suas aplicacdes. As metodologias para detectar e analisar a variabilidade genética
em nivel molecular proporcionam informacdes adicionais a outros estudos relativos a
conservacdo e ao uso de banco de germoplasma (FALEIRO, 2007). Segundo Ferreira &
Grattapaglia (1998) existem hoje diversas técnicas de biologia molecular disponiveis para a
deteccdo da variabilidade genética ao nivel de sequencia de DNA. Ainda segundo o autor o
desenvolvimento tecnoldgico na area de marcadores moleculares foi extremamente rapido.
Dentre as vantagens dos marcadores moleculares, pode-se citar a aquisi¢do de polimorfismo
genético e a identificacdo direta do genétipo (FALEIRO, 2007). Dentre os marcadores
utilizados, estd o Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) que é um marcador dominante,
amplificado via técnica de PCR. Pode ser obtido através das seguintes etapas: extracdo e
amplificacdo do DNA via PCR, eletroforese em géis de poliacrilamida ou agarose
visualizando o polimorfismo através de auto-radiografia; a coloracdo pode ser feita com prata
ou fluorescéncia (géis de poliacrilamida) ou com brometo de etidio sob luz ultravioleta (géis
de agarose). As principais vantagens apresentadas pelo ISSR sdo a geracdo de um grande
numero de bandas informativas por reacdo e ndo ser necessario ter um conhecimento prévio
de sequencia de DNA para a construcdo do primer (FALEIRO, 2007).

Entretanto, poucos estudos vém sendo desenvolvidos com germoplasma de meldo da
agricultura tradicional. Torres Filho et al. (2009) realizaram a caracteriza¢ao de 42 acessos de
meloeiro da agricultura tradicional do Nordeste brasileiro e encontraram grande variacdo entre
0s acessos. Neitzke et al. (2009) ao avaliarem a variabilidade genética de variedades crioulas
de meldo do Sul do Brasil, notaram a existéncia de uma grande variabilidade genética, para os
14 acessos analisados. Aragdo et al. (2013) em seu estudo sobre diversidade genética entre
acessos de meloeiro da agricultura tradicional do nordeste brasileiro, utilizando os dados da
caracterizagdo morfologica realizado por Torres Filho et al. (2009) e adicionalmente a

caracterizacdo molecular, observaram uma ampla variabilidade entre os acessos. Santos
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(2011) avaliou a reacdo de acessos de meldo do banco de germoplasma de cucurbitacea do
Nordeste brasileiro ao oidio e verificou que existe variabilidade para a reagdo dos acessos ao
ataque do fungo, bem como, observou fontes de resisténcia ao oidio entre e dentro dos acessos
estudados.

Recentemente, Santos (2015) realizou um estudo de diversidade genética e
classificacdo botanica de uma amostra de acessos de meldo da agricultura tradicional do
estado do Maranhdo e foi possivel observar grande variabilidade genética entre e dentro dos
acessos assim como diferentes grupos botanicos (conomon, mormodica, chandalak,
cantalupensis), de acordo com a classificacdo de Pitrat et al. (2000). No entanto, € necessario
ampliar o tamanho da amostra avaliada, tendo em vista que existe uma grande variabilidade
entre os acessos que foram estudados e que apenas Santos (2015) realizou a separacdo dos
grupos botanicos seguindo a classificacdo de Pitrat et al. (2000) que atualmente € a mais
completa.

Assim, o presente estudo teve como objetivo estimar a variabilidade genética entre e
dentro de uma amostra de acessos de meldo, do Banco Ativo de Germoplasma de
Cucurbitaceas para o Nordeste brasileiro, a fim de identificar grupos botanicos existentes na

agricultura familiar por meio de descritores morfolégicos e moleculares.
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RESUMO

A agricultura familiar, onde ocorre, € uma rica fonte de germoplasma, porém, no Brasil as
informacgdes sdo escassas sobre a variabilidade genética existente nesse tipo de cultivo.
Amostras de acessos de meldo da agricultura familiar foram resgatadas e armazenadas no
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Cucurbitdceas para o Nordeste brasileiro e o
presente estudo objetivou caracterizar a variabilidade genética em uma amostra desses acessos
de modo a identificar as subespécies e 0s respectivas variedades boténicas existentes. Foram
conduzidos dois experimentos em blocos casualizados, onde foram selecionados 15 acessos
provenientes de polinizagéo livre, os quais foram caracterizados (descritores quantitativos e
qualitativos) e também foram obtidas progénies S; (autofecundacdo) que foram avaliadas no
segundo experimento usando os mesmos descritores. Os dados das geragdes parental e S;
foram comparados e foi possivel identificar a subespécie agrestis com as variedades botanicas
makuwa e momordica e a subespécie melo com a variedade botanica cantalupensis, porém,
alguns subacessos permaneceram indefinidos. Foram estabelecidos 26 subacessos. O
agrupamento pelo método UPGMA mostrou grande diversidade genética entre e dentro dos
acessos e dos subacessos. Os grupos foram formados pelas subespécies, porém houve
discrepancias. Contudo, ha indicacdo de que houve introgressdo de caracteres das diferentes
subespécies e diferentes grupos botanicos no material cultivado pelos pequenos agricultores.

Palavras-chave: Cucumis melo, variedade botanica, agricultura tradicional.
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MORPHOLOGICAL DIVERSITY AND IDENTIFICATION OF BOTANICAL
VARIETY OF MELON ACCESSIONS

ABSTRACT

Family agriculture is a rich germplasm source wherever it takes place; however,
information on genetic variability of this type of culture in Brazil is scarce. Samples of melon
accessions grown by family agriculture of the state of Maranhdo were rescued and stored at
the Cucurbitaceae Active Germplasm Bank (BAG) of the Brazilian Northeast, and this study
aims at characterizing the genetic variability in one sample of these accessions so as to
identify subspecies and corresponding botanical groups. Two field experiments were
conducted in randomized blocks. In the first experiment 15 accessions derived from open
pollination were used. These accessions were then characterized (quantitative and qualitative
descriptors) and S; progenies (self-fertilization) were also obtained and evaluated in the
second experiment using the same descriptors. Data on the parental and S; generations were
compared and it was possible to identify the subspecies agrestis and the botanical variety
makuwa and momordica, and the subspecies melo and the botanical variety cantalupensis,
although some subaccessions remained unidentified. A total of 26 subaccessions were found.
UPGMA grouping method showed a high genetic diversity among and within accessions and
subaccessions. Clusters were formed by the melon subspecies, although there were
discrepancies. Nonetheless, there is indication of trait introgression from the two melon
subspecies and their botanical variety in the material grown by the family farmers of the state
of Maranhéo.

Key words: Cucumis melo, botanical variety, traditional agriculture.
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INTRODUCAO

O meldo (Cucumis melo L.) é uma hortalica pertencente a familia das cucurbitaceas de
grande importancia econdmica em vérias partes do mundo. E originario da Africa tropical
(BURGUER ET AL., 2010), porém existem estudos que indicam o género Cucumis como
originario da Asia (RENNER ET AL., 2007; SCHAEFER ET AL., 2009; SEBASTIAN ET
AL., 2010). No Brasil, a regido Nordeste é responsavel por 94% da producdo nacional do
meldo (AGRIANUAL, 2014) e o meldo mais produzido é o do tipo Amarelo (variedade
inodorus), do qual fazem parte diversas cultivares e hibridos (AF-682, Tropical, AF-646,
Gold Mine, Vereda, Goldex e Jangada). Além desses, h& outros tipos, da variedade botanica
cantalupensis: Pele de Sapo, Gélia, Charentais, Cantaloupe e Honey Dew (COSTA, 2008).
Porém, por serem produtos oriundos do melhoramento, essas cultivares mostram-se uniformes
e com boas caracteristicas de planta e fruto embora apresentem algumas limitagdes quanto a
tolerdncia ou resisténcia a estresses bioticos e abioticos. Alguns trabalhos de melhoramento
vém sendo conduzidos em unidades da Embrapa e na Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA) e, portanto, existe uma demanda de germoplasma para poder se avancar no
desenvolvimento de novas cultivares (ARAGAO, 2015, comunicagio pessoal).

Por outro lado, existe uma grande variabilidade entre acessos de meldo cultivados por
pequenos agricultores, principalmente nos estados do Piaui e Maranhdo, os quais encontram-
se armazenados no BAG de Cucurbitaceas para o Nordeste brasileiro (QUEIROZ, 2004) dos
quais mais de 100 acessos sdo de C. melo. Esta espécie apresenta grande polimorfismo
principalmente nas caracteristicas de frutos, como tamanho, forma, cor, textura e sabor, sendo
considerada a espécie mais diversa do género Cucumis (BATES E ROBINSON, 1995).

A espécie Cucumis melo é subdividida em duas subespécies: C. melo ssp. agrestis e C.
melo ssp. melo (JEFFREY, 1980). A subespécie agrestis abrange cinco variedades botanicas e
a subespécie melo € dividida em onze (PITRAT et al., 2000). A divisdo entre os dois grupos é
feita por meio da presenca de tricomas nos ovarios e nos frutos jovens. As plantas que tém
ovarios e frutos jovens com tricomas grandes e dispersos sdo classificadas como subespécie
melo e as plantas que apresentam ovarios e frutos jovens sem tricomas ou com tricomas curtos
e adensados sdo classificadas como subespécie agrestis. Outro fator importante para a
separacdo das variedades botanicas é a expressdo sexual, onde se encontram plantas mondicas
e andromonoicas. Estes grupos de meldes se intercruzam sem obstaculos (DECKER-
WALTERS et al., 2002).
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As espécies de cucurbitaceas introduzidas no Nordeste brasileiro, por diferentes rotas
(CORREA, 2010) sdo cultivadas até hoje na agricultura de sequeiro e em pequenos
estabelecimentos agricolas onde os agricultores usam as préprias sementes para 0S novos
plantios e, assim, constituem as variedades ou populac@es tradicionais (QUEIROZ, 1993). Os
estudos da variabilidade nas cucurbitaceas que foram resgatadas contemplaram razoavelmente
o0s acessos de melancia (Citrullus lanatus (Thunb) Matsun e Nakai), porém, poucos estudos
foram realizados com os acessos de C. melo. Neitzke et al. (2009) estudaram a variabilidade
genética em variedades crioulas de meldo do sul do Brasil, mas, os autores ndo fazem
nenhuma alusdo as subespécies nem as variedades boténicas nos acessos estudados. Contudo,
Torres Filho et al. (2009) realizaram a caracterizac¢ao de 42 acessos de meloeiro da agricultura
tradicional do Nordeste brasileiro e encontraram grande variacdo entre 0S acessos, assim
como diferentes variedades boténicas seguindo a classificacdo de Munger e Robinson (1991).
Ja Aragdo et al. (2013) avaliaram a diversidade genética entre acessos de meloeiro da
agricultura tradicional do Nordeste brasileiro, utilizando os dados da caracterizagio
morfoldgica realizado por Torres Filho et al. (2009) e adicionalmente fizeram a caracterizacdo
molecular. Observaram uma ampla variabilidade entre os acessos e diferentes grupos
botanicos utilizando a classificacdo de Robinson e Decker-Walters (1997). Recentemente,
Santos (2015) realizou um estudo de diversidade genética seguindo a classificacdo boténica
de Pitrat et al. (2000) avaliando uma amostra de acessos de meldo da agricultura tradicional
do estado do Maranhdo. Portanto, mesmo sendo uma amostra relativamente pequena foi
suficiente para se identificar a ocorréncia das duas subespécies de meldo (agrestis e melo) e
algumas variedades botanicas (conomon, momordica, chandalak e cantalupensis). Entretanto,
existem no Banco de Germoplasma de meldo mais de 100 acessos, dos quais cerca de 80
acessos que foram coletados também na agricultura tradicional, ainda ndo foram estudados de
forma aprofundada, tornando-se necessario continuar a pesquisa.

Assim, o presente estudo objetivou caracterizar morfologicamente uma segunda
amostra de acessos de meldo do Banco Ativo de Germoplasma de Cucurbitaceas para o

Nordeste brasileiro que foram coletados no estado do Maranhéo.
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MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 15 acessos de meldo coletados na agricultura tradicional do estado do
Maranhdo entre os anos de 1996 a 1998 (Tabela 1), os quais passaram por fase de
multiplicacdo e estavam armazenados no Banco Ativo de Germoplasma de Cucurbiticeas
para o Nordeste brasileiro, localizado na Embrapa Semiarido, Petrolina-PE em camara fria de
10 °C e 40% de umidade relativa.

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais
da Universidade do Estado da Bahia (DTCS/UNEB), localizado no municipio de Juazeiro-
BA, situado a 09°24'50”* Sul de latitude ¢ 40°30°10”* Oeste de longitude com uma altitude de
368 metros, durante os anos de 2014 e 2015.

Tabela 1. Dados de passaporte de acessos do BAG de Cucurbitaceas para o Nordeste

brasileiro.

Acesso Municipio Coordenadas da sede do municipio
BGMEL 63 Colinas 7° 6’ 59" Sul, 46° 15’ 26" Oeste
BGMEL 66 Colinas 7°6' 59" Sul, 46° 15' 26" Oeste
BGMEL 67 Colinas 7°6' 59" Sul, 46° 15' 26" Oeste
BGMEL 68 Colinas 7° 6’ 59" Sul, 46° 15’ 26" Oeste
BGMEL 78 Cod6 4° 27' 18" Sul, 43° 52' 44" Oeste
BGMEL 79 Itapecuru Mirim 3°23'42" Sul, 44° 21' 36" Oeste
BGMEL 86 Codo 4° 27' 18" Sul, 43° 52' 44" Oeste
BGMEL 87 520 Luls Gonzaga do 4° 22'51" Sul, 44° 40" 14" Oeste

Maranhéo
BGMEL 97 Caxias 4°52'29" Sul, 43° 20’ 49" Oeste
BGMEL 101 Caxias 4°52'29" Sul, 43° 20’ 49" Oeste
BGMEL 103 Caxias 4°52'29" Sul, 43° 20" 49" Oeste
BGMEL 108 Caxias 4°52'29" Sul, 43° 20" 49" Oeste
BGMEL 111 Colinas 7°6' 59" Sul, 46° 15" 26" Oeste
BGMEL 112 Colinas 7°6' 59" Sul, 46° 15" 26" Oeste

BGMEL 115 S&o Vicente Ferrer 2° 53' 44" Sul, 44° 52' 53" Oeste
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Para a implantacdo do primeiro experimento foram utilizadas sementes dos acessos
provenientes de polinizagéo livre (geragdo paternal) e no segundo experimento utilizou-se as
sementes provenientes da geracdo S;. As progénies foram obtidas através de polinizacdes
controladas (autofecundacao).

No processo de producdo das mudas foram semeadas 20 sementes de cada acesso em
bandejas de isopor preenchidas com substrato comercial Plantmax® em casa de vegetagéo
coberta com sombrite de 50% de luminosidade, sendo irrigadas duas vezes ao dia. Ap6s 15
dias da semeadura, as mudas foram transplantadas para local definitivo cujo solo foi
previamente preparado com aracdo, gradagem e sulcamento. O delineamento utilizado foi em
blocos casualizados completos com quatro repeticdes no experimento | e duas repeti¢cdes no
segundo experimento. Foram utilizadas cinco plantas por parcela num espacamento de 2,5 m
entre fileiras e 0,8 m entre plantas, mantidas sob irrigacdo por sulcos de infiltracao.

Para realizar a autofecundagdo, um botdo floral feminino e dois botbes florais
masculinos de cada planta, foram protegidos, utilizando copos descartadveis de 200 mL e
suporte de madeira e ap0s 24 horas foram realizadas as polinizacdes (Figura 1). Durante a
conducdo dos experimentos foram realizadas capinas e monitoramento do estado
fitossanitario das plantas.

A caracterizagdo, nos dois experimentos foi feita usando descritores quantitativos e
qualitativos de planta e fruto do IPGRI (2003) inclusive os descritores propostos por Pitrat et
al. (2000). Os descritores quantitativos avaliados, quando os frutos foram colhidos entre 30 a
45 dias ap6s a fixacdo dos mesmos, foram: MF - massa meédia dos frutos (kg), DCE —
diametro da cicatriz estilar do fruto (mm), CCE - comprimento da cicatriz estilar do fruto
(mm), EPL - espessura de polpa da parte lateral do fruto (cm), EPS - espessura de polpa da
parte superior do fruto (cm), EPI - espessura de polpa da parte inferior do fruto (cm), CC -
comprimento da cavidade do fruto (cm), DC - diametro da cavidade do fruto (cm), CP -
comprimento do pedunculo do fruto (mm), DP - didmetro do pedinculo do fruto (mm), DF —
diametro do fruto (cm), CF - comprimento do fruto (cm), SSL - s6lidos soluveis lateral do
fruto (°Brix), SSH - sdlidos solUveis homogeneizados (°Brix) e MS - massa média de 100
sementes (g). Os descritores qualitativos foram: formato do fruto (globular, achatado, eliptico,
piriforme, oval, alongado, bolota e ma formacéo), cor da epiderme do fruto (amarelo claro,
amarelo, amarelo esverdeado, amarelo intenso, amarelo claro manchado com verde medio,
amarelo manchado com verde escuro, verde claro, verde escuro, verde claro riscado com

verde escuro, verde claro riscado com verde médio e verde claro manchado com verde
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escuro), cor das listas no fruto (ausente, verde claro, verde médio e verde escuro), grau dos
gomos no fruto (ausente, superficial, médio e profundo), rachadura da epiderme do fruto
(presente e ausente), rugosidade do fruto (ausente, fraca, média e forte), rendilhamento
(ausente, fraca, média e forte), cor da polpa do fruto (branca, esverdeada, alaranjada), cor da
placenta do fruto (branca, esverdeada e alaranjada), aroma do fruto (ausente, presente),
desprendimento do peddnculo (ausente, presente), pilosidade no ovério e frutos jovens
(curtos, longos) e expressdo sexual (monoica, andromonoica).

Para a complementacdo do estudo dos fendtipos dos frutos, foi feita a documentacao

fotogréfica sistematizada dos mesmos (parte interna e externa) das progénies parentais e das

respectivas progénies S;.

Figura 1: Representagcdo da pilosidade no ovério das flores femininas. A - pelos curtos e
adensados no ovario (subespécie agrestis). B — pelos longos no ovario (subespécie melo); C —
protecéo dos botdes florais e D — Processo de polinizagéo.

Caso ocorresse segregacao entre as geracfes parental e S; em cada acesso foi criado
um novo cddigo adicional ao codigo dos acessos no BAG de Cucurbitaceas para o Nordeste
brasileiro (Tabela 1) para representar essa variagao e, assim, esses variantes foram designados
de subacessos. Portanto, para as progénies que ndo apresentaram variacdo entre as geracdes
parental e S;, foi acrescentado um zero (0) junto ao codigo do acesso. Por exemplo, o0 acesso
BGMELG63, caso ndo apresentasse segregacdo, 0 novo codigo passaria a ser BGMEL63.0 ou
subacesso BGMEL63.0. Ja 0s acessos que apresentaram variacdo entre os feno6tipos nas duas
geracOes no tocante as caracteristicas de planta, flor e frutos receberam um nimero de acordo
com as subdivisdes ocorridas. Assim, tomando o exemplo do acesso BGMEL63 caso na
geracdo S; tenha ocorrido trés tipos de progénies, entdo os subacessos seriam designados
BGMELG63.1, BGMEL63.2 e BGMEL 63.3 ¢, assim por diante.

A andlise de diversidade foi baseada nos descritores qualitativos e quantitativos. Para

determinar a matriz de distancia da analise conjunta (descritores quantitativos e qualitativos)



29

utilizou-se o algoritimo de Gower (1971). A partir da matriz de dissimilaridade foi obtida a
analise de agrupamento pelo meétodo UPGMA e o ponto de corte foi baseado no método de
Mojena (1977). A fim de validar os agrupamentos gerados pelo método UPGMA, o
coeficiente de correlacdo cofenético (CCC) foi estimado a partir do coeficiente de correlacao
de Pearson entre a matriz de distancia e a matriz cofenética (matriz de distancia entre os
genotipos) (CRUZ e CARNEIRO, 2003). Todos estes procedimentos foram realizados com o
auxilio do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparando os fenotipos das geracdes parentais e S; observou-se que alguns acessos
ndo apresentaram variacdo para as caracteristicas de flor e fruto, enquanto outros
apresentaram grande variacdo (Tabela 2). Assim, dos 15 acessos estudados inicialmente, 0s
mesmos foram subdivididos em 26 subacessos de acordo com as caracteristicas apresentadas
como se detalha a seguir.

Tabela 2. Classificacdo dos subacessos nas respectivas subespécies (ssp.), grupo botanico
(GB), pilosidade do ovario (PO), expressao sexual (ES), grau dos gomos (GG), cor das listas

(CL) e cor da polpa (CP), nas geracOes parentais e S; (G).

Acesso Sssp. GB G PO ES GG CL CP
P) L M 123 0 13
BGMEL63.0  melo cantalupensis
(S1) L M 3 0 3
) P) C A 0 0 1
BGMEL66.0  agrestis makuwa
(S1) C A 0 0 1
) P) C A 0 0 1
BGMEL67.0  agrestis makuwa
(S1) C A 0 0 1
P) L M 12 0 3
BGMEL78.0 melo cantalupensis
(S1) L M 12 0 3
: P) C A 0 0 1
BGMEL79.0  agrestis makuwa
(S1) C A 0 0 1
) P) L M 123 0 2
BGMEL101.0 melo cantalupensis
(S1) L M 3 0 2
P) C A 0 0 1
BGMEL111.0 agrestis makuwa
(S1) C A 0 0 1
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N&o apresentou variacdo dentro do acesso; “*** Indica a segregacao ocorrida dentro de cada um dos acessos.

PO -Pilosidade do ovario: C - curto, L - longo. ES - Expressdo sexual: M - mondica, A- andromonoica. GG -

Grau dos gomos: 0 - ausente, 1 - superficial, 2- médio, 3 - profundo. CL -Cor das listas: 0 - ausente, 1 - verde
claro, 2 - verde médio, 3 — verde escuro 4- amarelo claro. CP -Cor da polpa: 1 - branca, 2 - esverdeada, 3 -

alaranjada.

Confrontando os dados das duas geracOes, notou-se a formacéo de quatro conjuntos. O
primeiro foi formado por nove subacessos sendo que alguns deles foram formados pela
subespécie melo variedade cantalupensis (BGMEL63.0, BGMEL78.0 e BGMEL101.0) e
outros pela subespécie agrestis variedade makuwa (BGMEL66.0, BGMEL67.0, BGMEL79.0,
BGMEL111.0, BGMEL112.0 e BGMEL115.0). Todas as plantas desses subacessos
mostraram o mesmo fenotipo para caracteres de flor e fruto (homozigotas) e, ainda,
apresentaram o0s descritores que permitiram a definicdo da subespécie e dos respectivos
grupos botanicos (Figura 2 e Tabela 2).

BGMEL 63.0 86. 3BGMEL 66.0

BGMEL 115.0

Figura 2: Subacessos que se apresentaram homozigotos para as caracteristicas de flor e fruto

nas duas geragoes estudadas.

O segundo conjunto foi composto por sete subacessos oriundos da varia¢ao dentro dos
acessos (geracao paternal) BGMEL68, BGMEL87, BGMEL108, BGMEL86, BGMEL 87,
BGMEL 97 e BGMEL 103 (Tabela 2 e Figura 3). As plantas se mostraram homozigotas e
também apresentaram caracteres de planta e fruto que permitiram a identificacdo da
subespécie e das respectivas variedades boténicas. Assim, foi identificada a subespécie
agrestis, na qual foram encontradas a variedade momordica (subacessos BGMELG68.1 e
BGMELS87.1) e a variedade makuwa (subacesso BGMEL108.1). Também foi identificada a
subespécie melo com a variedade cantalupensis (subacessos BGMEL86.1, BGMELS87.2,
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BGMEL97.1 e BGMEL103.1) (Figura 3). Assim, esses subacessos, selecionados a partir das
progénies que ndo mostraram segregacdo entre os parentais e a geracdo S;, também
apresentaram caracteres morfologicos de flor e fruto que permitiram a identificacdo da

subespécie e da variedade botanica para cada um dos subacessos.

Figura 3: Subacessos oriundos da variacdo dentro dos parentais que mantiveram as

caracteristicas de planta e fruto na geracao S;.

No terceiro conjunto um grupo de progénies mostrou variagdo acentuada nos
caracteres de fruto entre as duas geracGes (Figura 4), porém, os caracteres de pilosidade do
ovario ndo variaram entre a geracdo paternal e geracdo S; (Tabela 2) e assim foi possivel a
identificacdo das subespécies. Nesse conjunto se encontram seis subacessos BGMELG68.2,
BGMELS86.2, BGMEL108.3, BGMEL86.3, BGMEL97.2 e BGMEL108.2 sendo os trés
primeiros pertencentes a subespécie agrestis e os trés seguintes a subespécie melo (Figura 4 e
Tabela 2).

Osubacesso BGMEL 68.2, ssp. agrestis, apresentou a maioria dos caracteres
condizentes com a variedade momordica, porém, ndo apresentou rachadura (Figura 4). Os
acessos pertencentes a var. momordica apresentam rachaduras na casca do fruto quando
maduro, polpa branca, creme ou alaranjada e auséncia de agucar e aroma (FERGANY et
al.,2010) e, portanto, os dados do presente trabalho ndo corroboram com a inclusdo desse
subacesso na variedade momordica. A ruptura do fruto, embora determinante para da
variedade botanica momordica, € um carater indesejavel, pois afeta a aparéncia e diminui a
durabilidade pos-colheita, comprometendo a comercializagdo (NEITZKE et al.,2009). No
entanto, foram observadas populacfes de meldes da variedade momordica com leve aroma

quando maduros, pouco doce e coloracdo de polpa variando de creme para alaranjada
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(MANOHAR E MURTHY, 2012). J& o subacesso BGMEL 86.2, também ssp. agrestis,
mostrou uma variagdo nos caracteres, ndo sendo possivel determinar a variedade botanica. O
mesmo apresentou cor da epiderme verde claro e amarelo claro, coloracdo da polpa
esverdeada e alaranjada, auséncia de sulco e rendilhamento fraco (Figura 4), possivelmente
uma caracteristica de grupos da subespécie melo. O subacesso BGMEL108.3, ssp. agrestis,
mostrou frutos com caracteristicas da var. acidulus, porém a coloracdo da casca e alguns
dados relacionados a polpa do fruto ndo permitiram a inclusdo nessa variedade, pois 0s
acessos pertencentes a variedade acidulus sdo caracterizados principalmente por apresentar
polpa branca muito firme, auséncia de acucar e aroma (Figura 4) (FERGANY et al., 2010).

Considerando os subacessos da subespécie melo o subacesso BGMELS86.3 apresentou
todas as caracteristicas da variedade boténica reticulatus, porém a expressdo sexual mondica
ndo foi condizente com esse grupo (Tabela 2 e Figura 4). Para o subacesso BGMEL108.2
(Figura 4), a maioria das caracteristicas (rugosidade, maturacao tardia, formato e cor da casca)
foram similares com a variedade botanica inodorus, porém, a expressao sexual e coloracdo de
polpa ndo permitiram a inclusdo do subacesso nesse grupo. Finalmente, o subacesso
BGMEL97.2 mostrou frutos com caracteristicas da variedade chito. Entretanto, a coloracédo de
polpa alaranjada néo é caracteristica dessa variedade, impossibilitando sua classificagdo nessa
variedade botanica (Figura 4).

BGMEL 68.2

Figura 4: Subacessos que apresentaram variacdo para os descritores de frutos que permitiam

a distingdo dos grupos botanicos.

No ultimo conjunto estdo os subacessos onde ndo foi possivel definir a subespécie
nem a variedade botanica (subacessos BGMEL87.3, BGMEL103.2, BGMEL68.3 e BGMEL
108.4). Os subacessos BGMEL68.3 e BGMELS87.3 apresentaram presenca de rachadura,
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coloracdo de polpa e formato da variedade botanica momordica (Figura 5), porém ocorreu
segregacdo para o descritor pilosidade do ovario (Tabela 2), onde algumas plantas, tanto na
geracdo paternal como na geracao S;, apresentaram tricomas longos e outras curtos dentro do
mesmo acesso impossibilitando a definicdo da subespécie e consequentemente da variedade
botanica. O mesmo ocorreu para os demais subacessos desse conjunto (Tabela 2). Esses
resultados mostram a introgressdo de caracteres entre as duas subespécies de meldo.
Dogimont (2011) ao estudar os genes do meldo ndo faz alusdo a heranca do carater pilosidade
do ovério e, portanto, serd importante estudar esse carater para ajudar a definir as subespécies
de meldo. No que tange aos caracteres definidores dos grupos botanicos (PITRAT et al.,
2000) o subacesso BGMEL103.2 apresentou a presenca de sulco e coloragédo de polpa
coincidentes com a variedade botanica cantalupensis e o subacesso BGMEL108.4 nédo foi
possivel associar a nenhuma variedade boténica tendo em vista a grande variacdo nas
caracteristicas como presenca de lista, rugosidade, rachadura na geragdo paternal e coloracao
de polpa (Figura 5), porém, em virtude da indefinicdo da subespécie ndo foi possivel alocar 0s
subacessos em grupos botanicos especificos. Entretanto, esses resultados mostram forte
evidéncia de introgressao de caracteres entre diferentes grupos botanicos.

Torres Filho et al. (2009) ao realizarem a caracterizacdo morfologica de acessos de
meloeiro coletados no Nordeste brasileiro seguindo a classificagdo de Munger e Robinson
(1991), identificaram 80,9% dos 42 acessos avaliados quanto a variedade boténica.
Entretanto, 19,1% permaneceram indefinidos. Dentre as variedades botanicas identificados
estdo a var. conomon, var. cantalupensis, var. momordica e inodorus (variedade comercial).
Santos (2015) analisando acessos de meldo coletados no estado do Maranhdo seguindo a
classificacdo de Pitrat et. al (2000), conseguiu classificar 44,0% dos acessos estudados quanto
a subespécie e variedade botanica, 32,0% foram identificados quanto a subespécie, apesar da
variedade botanica permanecer indefinido e 25,0% permaneceram indefinidos quanto a
subespécie e a variedade botanica. Entre as variedades botanicas definidos estdo: momordica,
cantalupensis, conomon e chandalak. No presente estudo apesar da acentuada variagcdo nos
caracteres que permitem a distincdo de subespécie e variedades botanicas 61,5% dos
subacessos estudados foram classificados quanto a subespécie e variedade botanica, 23,1%
definidos apenas quanto a subespécie e 15,4% permaneceram indefinidos quanto a subespécie
e a variedade botanica. Os dados mostraram que houve introgressdo de caracteres entre as
diferentes subespécies e variedades botanicas e esses resultados indicam que 0 manejo das

sementes de diferentes tipos de meldes pelos agricultores familiares possa ter contribuido para
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que polinizagcbes cruzadas entre diferentes subespécies e variedades botanicas ocorressem,
pois ndo existe barreira para cruzamentos entre diferentes variedades boténicas (DECKER-
WALTERS et al., 2002). A permuta de sementes entre os agricultores familiares é bastante

comum, portanto, pode ter ocorrido também mistura de sementes através do processo de troca

de germoplasma.

Flgura 5: Representacdo dos fendtipos dos subacessos nos quais ndo foi possivel a
identificacdo da subespécie nem dos grupos boténicos.

Além dos estudos realizados no Brasil, outros paises também vém desenvolvendo
estudos com germoplasma de meldo da agricultura familiar. Szamosi et al. (2010) observaram
ampla diversidade para as caracteristicas morfol6gicas comparando germoplasma de melGes
hangaros e turcos das variedades boténicas reticulatus, inodorus, cantalupensis, dudaim,
chate, chito e flexuosus. Yildiz et al. (2014) ao realizarem a caracterizacdo morfologica e
molecular de meldes das variedades botanicas inodorus, cantalupensis, reticulatus, canomon,
flexuosus, dudaim, momordica e seis acessos desconhecidos notaram uma grande variagao nas
caracteristicas dos mel@es turcos. Trimech et al. (2013) seguindo a classificacdo de Munger e
Robinson (1991) verificaram diferencas significativa nos meldes tunisianos entre 0s acessos e
dentro e entre os locais de coleta, assim como diferentes variedades boténicas reticulatus,
inodorus e dudaim e alguns acessos permaneceram indefinidos por ndo se enquadrarem em
nenhum grupo, a semelhanca do estudo conduzido aqui no Brasil. E importante ressaltar que
os diferentes grupos boténicos, notadamente os tipos silvestres, em geral da subespécie
agrestis, apresentam grande interesse do ponto de vista de germoplasma, pois apresentam a
maioria dos genes responsaveis pelo controle de estresses biodticos causados por fungos como
oidio (Podosphaera xanthii), cancro das hastes (Didymela bryoniae), alternaria (Alternaria
cucumerina), potyviroses (PRSV-W, WMV, ZYMV), resisténcia a insetos como a mosca

minadora (Liriomyza spp.) entre outros estresses bidticos (DOGIMONT, 2011).
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Por outro lado, além da grande variagdo que foi encontrada quanto as subespécies e 0s
respectivos grupos botanicos, o estudo da diversidade encontrada nos acessos e subacessos
usando os descritores morfoldgicos da uma dimenséo da variabilidade existente. Analisando o
agrupamento levando em consideracdo a analise conjunta dos descritores quantitativos e
qualitativos obtida pelo método UPGMA, observou- se a formacdo de trés grupos para 0s
dados do primeiro experimento (Figura 6). O coeficiente de correlacdo cofenético encontrado
foi de 0,96, indicando uma boa representagdo (CRUZ E CARNEIRO, 2003). O primeiro
agrupamento compreendeu os acessos BGMEL108, BGMEL112, BGMEL79, BGMEL115,
BGMEL67, BGMEL66 e BGMEL111. Esses acessos pertencem a subespécie agrestis e
variedade makuwa valendo ressaltar que o acesso BGMEL 108 apresentou variacdo entre
plantas dentro do acesso (Figuras 3, 4 e 5) para as caracteristicas de fruto como descrito
anteriormente, porém, dentro dessa variacdo foi encontrado um subacesso da variedade
makuwa (subacesso 108.1). O acesso BGMEL 68 ficou isolado no segundo grupo e 0s acessos
BGMEL 97, BGMEL 101, BGMEL 103, BGMEL86, BGMEL63, BGMEL78 e BGMELS87
formaram o terceiro agrupamento. Vale destacar que esse grupo foi composto pelos acessos
da subespécie melo variedade cantalupensis, apesar de alguns acessos como 0 BGMELS86 e

BGMELS87 apresentarem variagdes para a subespécie agrestis (Tabela 2).
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Figura 6: Representacdo do agrupamento dos parentais pelo método UPGMA.
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Ao analisar o agrupamento dos subacessos (Figura 7), observou-se a formacdo de
guatro grupos com uma boa consisténcia (CCC = 0,82). Os subacessos (BGMEL108.3,
BGMEL108.4, BGMEL111.0, BGMEL112.0, BGMEL115.0, BGMEL108.1, BGMEL79.0,
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BGMELG66.0 e BGMELG67.0) formaram o primeiro grupo. Neste grupo foi possivel distinguir
dois subgrupos: um formado por BGMEL108.3 pertencente a subespécie agrestis e indefinido
quanto a variedade botanica, porém com caracteristicas da variedade acidulus e o subacesso
BGMEL108.4 que ndo foi possivel a identificacdo da subespécie em virtude de segregacao da
pilosidade do ovario entre a geragdo parental e a geracdo S; (Tabela 2). O segundo subgrupo
reuniu os demais subacessos todos da subespécie agrestis variedade makuwa.

0.4

S Y He— J:j ___________

0.1 {
0.0 - N
Figura 7: Representagdo do agrupamento dos subacessos provenientes do segundo experimento pelo
método UPGMA.
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No segundo agrupamento composto por sete subacessos verificou-se também dois
subgrupos, o primeiro composto pelo subacesso BGMEL108.2 pertencente a subespécie melo
variedade ndo definido, mas com caracteristicas de inodorus e o outro formado pelos seis
subacessos restantes, sendo dois da subespécie agrestis, variedade momordica (BGMEL 68.1
e 87.1), dois subespécie agrestis e variedade botanica ndo identificado (BGMEL68.2 e
BGMELS86.2) e dois indefinidos quanto a subespécie e variedade botanica (BGMEL87.3 e
BGMELS68.3), porém ambos com caracteristicas de momordica. Assim, se observa que nesse
agrupamento foram incluidas as duas subespécies e subacessos com caracteristicas de
diferentes variedades botanicas indicando novamente a ocorréncia de introgressdo de
caracteristicas tanto das subespécies como das variedades boténicas e isso pode ser

consequéncia do manejo de sementes dos agricultores como indicado anteriormente uma vez
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que ndo existe barreira de cruzamento entre as subespécies nem entre as respectivas
variedades botanicas (DECKER-WALTERS et al., 2002).

O terceiro grupo compreendeu apenas 0 subacesso BGMEL 87.2 incluso na
subespécie melo, variedade cantalupensis e no ultimo grupo ficaram nove subacessos
(BGMEL101.0, BGMEL97.2, BGMEL103.2, BGMEL86.3, BGMEL78.0, BGMELS86.1,
BGMEL63.0, BGMEL97.1 e BGMEL103.1), todos da subespécie melo, com excecdo do
subacesso BGMEL 103.2 que permaneceu indefinido devido a segregacdo na pilosidade
(Tabela 2), porém suas caracteristicas sdo da variedade cantalupensis. O subacesso BGMEL
97.2 apresentou caracteristicas da variedade chito, o BGMELB86.3 da variedade reticulatus e
0s demais sdo todos da variedade cantalupensis. Assim, esse agrupamento foi praticamente
formado pelos subacessos da ssp. melo, com apenas uma Unica excecao.

Assim, verifica-se que 0 agrupamento dos subacessos mostrou uma razoavel
concordancia, pois, no primeiro grupo ficaram todos os acessos da subespécie agrestis, com
excegdo do subacesso BGMEL108.4 n&o definido como detalhado anteriormente. O segundo
grupo teve mescla de subacessos das duas subespécies com predominancia da ssp. agrestis. O
terceiro grupo teve apenas um acesso da ssp. melo e variedade cantalupensis e no quarto
grupo todos os subacessos, com apenas uma excec¢do, foram da ssp. melo, sendo a maioria
deles pertencentes a variedade cantalupensis. Vale salientar que além dos caracteres
morfolégicos que foram determinantes para identificacdo das subespécies e das variedades
boténicas, alguns outros caracteres morfoldgicos avaliados podem ter sido importantes para a
formacdo dos grupos. Por exemplo, a massa dos frutos, pois nos subacessos foram
encontrados frutos com uma grande variacdo indo de 400 g a 2500 g, além de outros
caracteres muito contrastantes. Assim, essa variacdo pode ter sido determinante na formacao
do terceiro grupo que sendo melo cantalupensis ficou separado de outros subacessos da
mesma espécie e grupo botanico.

Embora tenha se observado essa tendéncia de agrupamentos de acordo com as
subespécies e variedades botanicas (grupos | e IV, Figura 7), observou-se a inclusdo de
diferentes subespécies no grupo I, bem como os dados obtidos no detalhamento das
subespécies e grupos botanicos indicam que ha uma grande introgressdo de caracteres até
mais evidente no estudo dessa amostra do que demonstrado por Santos (2015) estudando
outra amostra de acessos da agricultura tradicional. E importante destacar também que alguns
grupos botanicos deixaram de ser identificados apenas pela falta de concordancia de um ou

poucos caracteres. Caso esses caracteres ndao estejam fixados € possivel que a obtencdo de
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novas geragOes endogdmicas possa permitir a separacdo de caracteres que possibilitem a
identificacdo de novos grupos boténicos. Mesmo que ndo seja possivel tal separacdo, a
existéncia de caracteres de diferentes grupos boténicos, notadamente da subespécie agrestis
indica que esse germplasma € muito valioso para a identificacdo de genes de resisténcia a
estresses bidticos que acometem a cultura do meloeiro comercial e, portanto, é de grande valia
para ser conservado a curto, médio e longo prazo como um tesouro que uma vez desvendado
pode ajudar no desenvolvimento de novas cultivares de meldo comercial para uso nos mais

diversos sistemas de producdo de meldo do pais.

CONCLUSOES

Ha ocorréncia de diferentes grupos botanicos no material genético de meloeiro cultivado na

agricultura familiar do Nordeste brasileiro.

Existe variabilidade entre e dentro da amostra de acessos e subacessos de meloeiro do banco

de germoplasma de meldo proveniente da agricultura familiar da regido Nordeste do Brasil.

Existe a introgressdo de caracteres das duas subespécies de meldo e dos diferentes grupos
botanicos no germoplasma cultivado pelos pequenos agricultores.
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RESUMO

O cultivo de mel&o no Brasil alcangou o terceiro lugar no ranking das exportacGes brasileiras
sendo apreciado no mercado interno e externo, porém, as cultivares apresentam limitacdes
guanto a estresses bidticos e outros caracteres indicando a necessidade de busca de novo
germoplasma para os programas de melhoramento. As variedades e respectivos grupos
botanicos foram avaliados morfoagronomicamente, porém, ainda ndo foram estudados
usando-se ferramentas moleculares. Assim, o0 presente estudo objetivou estimar a
variabilidade genética entre e dentro de subacessos de meldo da agricultura tradicional do
Nordeste brasileiro usando o marcador ISSR. Foram avaliados 26 subacessos (oriundos da
variacdo dentro dos acessos) de mel&o, os quais estavam armazenados no Banco Ativo de
Germoplasma de Cucurbitaceas para o Nordeste brasileiro, localizado na Embrapa Semiarido
em Petrolina-PE. O material vegetal foi cultivado em casa de vegetagdo com oito repeticdes,
dos quais foi coletado um bulk de cada subacesso para realizar a extracdo do DNA de acordo
com protocolo de Ferreira e Grattapaglia (1998) com algumas modificaces. A amplificacdo
foi realizada com 28 primers ISSR previamente selecionados. Na AMOVA foi observada
variabilidade entre e dentro das regides de coleta. Os dados apresentaram 63,91% de
polimorfismo e foram agrupados pelo método UPGMA em oito grupos. Quando comparados
com os dados de caracterizacdo morfoldgica observou-se uma razoavel concordancia entre 0s
agrupamentos.

Palavras-chave: Cucumis melo, ISSR, germoplasma.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF MELON SUBACCESSIONS OF THE
TRADITIONAL AGRICULTURE OF NORTHEAST BRAZIL

ABSTRACT

The melon crop in Brazil reached third in the ranking of Brazilian exportation of fruits and it
is demanded for internal and external market, although the commercial cultivars present
limitations regarding biotic stresses and other traits indicating the need to search for new
germplasm to be used in melon breeding program. The melon subspecies and their respective
botanical varieties were evaluated using morphological characters, but, not yet studied using
molecular markers. Thus, the present study aimed at to estimate the genetic variability within
and among melon subaccessions of the traditional agriculture from Northeast Brazil using
ISSR marker. Twenty six melon subacessions (derived from the variation within accessions),
which were stored in the Active Germplasm Bank of Cucurbits for Brazil Northeast, located
in the Semi-Arid Embrapa at Petrolina-PE were used. The subaccessions were sowed in
plastic vases in a greenhouse using eight replications. It was collected a bulk of vegetal tissue
of each subaccession to extract DNA using the protocol of Ferreira and Gratapaglia with some
modifications. The amplification was performed using 28 ISSR primers which were
previously selected. The AMOVA analysis showed variation among and within sites of
collection. The data showed 63.9% of polymorphism and the subaccessions were grouped in
eight clusters using UPGMA method which showed a reasonable agreement with the clusters
based on morphological traits.

Kew-words: Cucumis melo, ISSR, germplasm.
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INTRODUCAO

No Brasil, o cultivo do meldo (Cucumis melo L.) é praticado em cerca de 22 mil
hectares com uma producdo de 565,9 mil toneladas sendo que a regido Nordeste representa
um pouco mais de 19 mil hectares, com uma producdo de 523,4 mil toneladas, ou seja,
responsavel por 87,4% da producdo. Os 12,6% restantes estdo distribuidos nas diversas
regibes do pais. Dentro do Nordeste brasileiro, se destacam os estados do Rio Grande do
Norte com 8.900 hectares (46,3%) e Ceara com 7.329 (38,1%), seguidos pela Bahia com
1.589 (8,3%) e Pernambuco com 870 (4,5%), perfazendo, 97,2% da area do Nordeste
brasileiro, cultivada com meldo (IBGE, 2013). O meldo tem sido apreciado nos mercados
interno e externo, alcancando o terceiro lugar no ranking das exportacbes brasileiras
(AGRIANUAL, 2014).

O Nordeste brasileiro dispde de vérias espécies de cucurbitaceas introduzidas ha
varios anos e cultivadas até hoje na agricultura tradicional em pequenos estabelecimentos
agricolas, originando inumeras variedades tradicionais (QUEIROZ, 1993; 2004). Assim, é de
essencial importancia a conservacdo dessas variedades a curto, medio e longo prazos.
Entretanto, alguns estudos foram realizados com germoplasma da agricultura tradicional
brasileira. Torres Filho et al. (2009), utilizando a classificagdo de Robinson e Decker-Walters
(1997) caracterizaram morfologicamente uma amostra de meldes do Banco Ativo de
Germoplasma de Cucurbitaceas para o Nordeste brasileiro e encontraram grande variacdo
entre 0s acessos estudados. Recentemente, Santos (2015) usando a classificacdo de Pitrat et al.
(2000) caracterizou uma amostra de 15 acessos de meldo da agricultura tradicional do
Maranh&o e observou grande variacdo entre e dentro dos acessos, assim como diferentes
grupos botanicos. Também, foi possivel observar diferencas contrastantes entre o teor médio
de acucar ao redor de 10° Brix, diferentes formatos e cores externas de frutos. Santos (2011)
observou grande variacdo para tolerancia ao oidio (Podosphaera xanthii). Contudo, a
caracterizacdo morfoldgica sofre influéncia dos efeitos do ambiente e essas limitacGes tém
estimulado o desenvolvimento de abordagens e técnicas que permitem a obtencdo de
informacdes diretamente do DNA (WILLIAMS et al., 1990) complementando os estudos
morfologicos.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) existem hoje diversas técnicas de biologia
molecular disponiveis para a deteccdo da variabilidade genética ao nivel de sequéncia de

DNA (Acido Desoxirribonucléico). Ainda segundo os autores o desenvolvimento tecnolégico
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na &rea de marcadores moleculares foi extremamente rapido. Entre os principais marcadores
moleculares s&o RAPD, AFLP, SSR, ISSR entre varios outros. Entre os marcadores utilizados
para detectar polimorfismo genético, estd o Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) que é um
marcador dominante, amplificado via técnica de PCR. As principais vantagens apresentadas
pelo ISSR sdo a geracdo de um grande numero de bandas informativas por reagdo e nao ser
necessario ter um conhecimento prévio de sequéncia de DNA para a construcdo de primers
(FALEIRO, 2007).

Aragdo et al. (2013) realizaram a caracterizacdo molecular dos acessos estudados por
Torres Filho et al. (2009) baseados em marcadores SSR e seguindo a classificagcdo de
Robinson e Decker-Walters (1997) confirmaram a grande variagdo entre os acessos. Yildiz et
al. (2014) ao realizarem a caracterizacdo morfologica e molecular de mel6es utilizando os
marcadores SSR e ISSR notaram uma grande variacdo nas caracteristicas dos meldes turcos.
Porém, os estudos dos melGes da agricultura tradicional do Nordeste brasileiro tém sido ainda
bastante limitados, pois ndo se tem registro do uso de caracterizagdo molecular considerando
as subespécies e 0s respectivos grupos botanicos (PITRAT et al., 2000). Assim, é importante
aprofundar os estudos da variabilidade existente entre os acessos da agricultura tradicional do
nordeste brasileiro através da caracterizagdo molecular.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo estimar a variabilidade genética
entre e dentro de subacessos de mel&o da agricultura tradicional do Nordeste brasileiro usando

0 marcador ISSR.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 26 subacessos (oriundos da variacdo dentro dos acessos) de meldo
(Tabela 1) provenientes da agricultura tradicional do estado do Maranhdo, os quais estdo
armazenados no Banco Ativo de Germoplasma de Cucurbitaceas para o Nordeste brasileiro,
localizado na Embrapa Semiarido em Petrolina-PE em camara fria a 10 °C e 40% de umidade
relativa. O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo e no laboratério de Biologia

Molecular da Embrapa Agroindustria Tropical, localizada em Fortaleza-CE, no ano 2015.



48

Tabela 1. Dados de passaporte dos subacessos do BAG de Cucurbitaceas para o Nordeste

brasileiro.
Subacesso Subespécie  Variedade botanica Municipio
BGMEL 63.0 melo cantalupensis Colinas
BGMEL 66.0  agrestis makuwa Colinas
BGMEL 67.0  agrestis makuwa Colinas
BGMEL 68.1  agrestis momordica Colinas
BGMEL 68.2  agrestis ND Colinas
BGMEL 68.3 ND ND Colinas
BGMEL 78.0  melo cantalupensis Codéd
BGMEL 79.0  agrestis makuwa Itapecuru Mirim
BGMEL 86.1  melo cantalupensis Codo
BGMEL 86.2  agrestis ND Codo
BGMEL 86.3  melo ND Codo
BGMEL 87.1  agrestis momordica Séo Luis Gonzaga do Maranhé&o
BGMEL 87.2  melo cantalupensis Sdo Luis Gonzaga do Maranh&o
BGMEL 87.3 ND ND S&o Luis Gonzaga do Maranhé&o
BGMEL 97.1  melo cantalupensis Caxias
BGMEL 97.2  melo ND Caxias
BGMEL 101.0 melo cantalupensis Caxias
BGMEL 103.1 melo cantalupensis Caxias
BGMEL 103.2 ND ND Caxias
BGMEL 108.1 agrestis makuwa Caxias
BGMEL 108.2 melo ND Caxias
BGMEL 108.3 agrestis ND Caxias
BGMEL 108.4 ND ND Caxias
BGMEL 111.0 agretis makuwa Colinas
BGMEL 112.0 agrestis makuwa Colinas
BGMEL 115.0 agrestis makuwa Sdo Vicente Ferrer

ND= Nao definida.
Foram semeadas 15 sementes da geracdo S, de cada um dos subacessos em bandejas
preenchidas com substrato HS florestal e p6 de fibra de coco na propor¢do 3:1. As mesmas

foram mantidas em camara Umida por um periodo de 24 h e logo apo6s foram levadas para



49

casa de vegetacdo. Dez dias apds a semeadura as mudas foram transplantadas para vasos de
300 mL preenchidos com HS florestal, himus e areia 2:1:1 com oito repeticGes e uma planta
por vaso. As plantas foram irrigadas sempre que necessario.

Quinze dias apds o plantio foi realizada a coleta de uma folha jovem de cada repeticao
para a formagdo de um bulk de cada subacesso, totalizando 26 amostras as quais foram
devidamente identificadas e armazenadas no ultra freezer a — 80 °C. Durante o processo de
coleta de folhas, foi formado um segundo bulk que igualmente também foi armazenado no
ultra freezer, como medida de seguranca e, em caso de nao se necessitar, essas amostras
poderédo ser usadas em estudos futuros. Em seguida foi realizado o processo de extragdo do
DNA do primeiro bulk.

O processo de extracdo foi realizado seguindo o protocolo proposto por Ferreira e
Grattapaglia (1998) com algumas modificac6es. O tecido foliar de cada um dos subacessos foi
macerado em N liquido e transferido para tubo eppendorf de 2,0 ml, contendo 700 ul de
tampdo CTAB 2% + PVP 1%, mais 1,2 pl de B-mercaptoetanol (0,2%). Os tubos foram
submetidos a banho-maria (65 °C), por aproximadamente 30 minutos invertendo-0s
manualmente a cada 10 minutos, visando homogeneizar o material. Apos esta fase em todos
0s tubos foram acrescentados 600 pl de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1), invertendo os
tubos 20 vezes por cinco minutos. Os tubos foram entdo centrifugados por cinco minutos a
13000 rpm. Em seguida o sobrenadante (cerca de 500 a 700 pl), foi pipetado e transferidos
para novos eppendorfs (1,5 ml), aos quais foram adicionados 2/3 (400 ul) do volume inicial
de isopropanol. Os tubos foram vertidos cuidadosamente até a visualizacdo do DNA.
Omaterial foi novamente centrifugado por 3 a 5 minutos a 6000 - 7000 rpm e mais uma vez
retirado o sobrenadante. Ap0s esta etapa, o pellet foi lavado duas vezes, com um ml de etanol
70%, deixando-o imerso por 5-10 minutos, a cada lavagem. Em seguida o etanol foi
descartado e lavou-se o pellet com um ml de etanol 95% (ou absoluto) durante 2-3 minutos.
Descartou-se o etanol e os pellets de DNA foram secos na camara de fluxo laminar. O pellet
foi ressuspendido em 50ul de tampao TE (Tris-EDTA ) + 1,2ul de RNAse (100mg/ml) e
incubados em banho-maria a 37 °C por 30 minutos para elimina¢do de RNA. O DNA obtido
foi quantificado em Nanodrop, que determina a concentracdo e a pureza do DNA. Apds a
quantificagdo, o DNA foi diluido para uma concentracao de 10 ng/ul e visualizado em gel de

agarose.
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Reac0Oes de amplificacéo, eletroforese e dados moleculares

Inicialmente, foram realizados testes de amplificacdo com 59 iniciadores ISSR (Inter-
simple sequence repeat), utilizando o DNA de cinco subacessos (BGMEL 68.1, BGMEL
79.0, BGMEL 86.1, BGMEL 86.3 e BGMEL 108.3). Desses, foram selecionados 0s
iniciadores que apresentaram os melhores resultados quanto & amplificacdo em termos de
polimorfismo.

As reacOes de amplificacdo do DNA vegetal foram obtidas para um volume de 15 pl;
0s reagentes foram misturados na forma de coquetel, separadamente do DNA gendmico. Cada
reagdo continha 1x de tampdo PCR (10 mM Tris-HCI pH 8,3 e 50 mM KCl); 4,0 mM de
MgCI2; 0,2 mM de dNTPs; 0,8 uM do iniciador; 30 ng de DNA gendmico; uma unidade de
Tagq DNA polimerase e dgua ultrapura estéril foi usada para completar o volume da reacéo.

O processo de amplificacdo do DNA realizado no termociclador consiste de cinco
minutos a 94 °C para desnaturagéo inicial do DNA, seguido por 40 ciclos de amplificacéo,
sendo que cada ciclo foi composto por um minuto a 94 °C (desnaturacdo do DNA), um
minuto a temperatura de anelamento do iniciador e um minuto a 72 °C (amplificacdo do
DNA). Em seguida, um ciclo final de extensdo com durag&o de cinco minutos a 72 °C.

Ap6s a amplificacdo os produtos foram separados por eletroforese em gel de agarose
(1,8%) corados com brometo de etideo (10 pl/ml) e submetidos a 120 volts por 2:30 horas.
Em seguida, os géis foram visualizados sob luz UV e fotografados em um fotodocumentador.
A partir da fotografia dos géis foram obtidos os dados moleculares. O polimorfismo foi
observado de acordo com a presencga ou auséncia das bandas em cada loco. A contagem das
bandas foi obtida com o auxilio do programa Gelcompar (Applied Maths NV).

A matriz de distancias genéticas foi construida utilizando-se o complemento aritmético
do coeficiente de Jaccard. O dendrograma foi construido pelo método de agrupamento da
ligacdo média ndo ponderada (UPGMA) (CRUZ E CARNEIRO, 2003).As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Genes (CRUZ, 2013).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade do DNA extraido gerou fragmentos de boa qualidade e foram suficientes
para a realizacdo de todas as reacfes (Figura 1). A diversidade genética dos 26 subacessos de
meldo foi analisada com 28 primers previamente selecionados entre 59 primers testados,
obtendo um total de 327 bandas, com 63,91% de polimorfismo; as temperaturas de
anelamento variaram de 41,1 °C a 50,7 °C (Tabela 2). Aragdo et al. (2013) observaram
polimorfismo em 17 primers SSR dentre os 25 testados. Silva et al. (2012) ao estudarem
sobre diversidade genética de 281 acessos de melancia e dois de mel&o notaram polimorfismo
em 11 primers ISSR entre os 47 testados. O perfil de amplificacdo dos primers 1815 e 1849

respectivamente em todos 0s subacessos de meldo estd demonstrado nas Figuras 2A e 2B.

Tabela 2. Relagéo de primers ISSR que amplificaram o DNA dos subacessos de melao.

TEMPERATURA DE TOTAL DE BANDAS TOTAL DE POLIMORFISMO

PRIMERS .
ANELAMENTO °C POLIMORFICAS BANDAS (%)

| 811 46,0 8 17 47,05
| 815 41,8 7 13 53,84
I 823 47,1 9 12 75,00
1 824 43,5 5 5 100,00
1 825 46,4 7 12 58,33
| 826 47,7 6 10 60,00
1 834 442 2 7 28,57
| 835 45,2 12 16 75,00
| 840 42,4 4 7 57,14
| 841 43,5 12 14 85,71
I 843 46,0 7 12 58,33
| 844 47,6 6 8 75,00
I 845 47,1 4 8 50,00
| 848 47,7 3 9 33,33
| 849 50,4 7 8 87,50
| 852 48,1 6 8 75,00
| 854 452 7 9 71,77
I 855 48,1 14 21 66,66
| 856 47,7 5 8 62,50
| 857 48,1 10 13 76,92
I 859 49,5 12 17 70,58

| 860 48,1 9 13 69,23
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| 864 42,6 3 6 50,00
| 866 50,7 10 16 62,50
1873 42,4 7 15 46,66
| 880 431 11 14 78,57
| 884 41,1 7 10 70,00
| 888 47,3 9 19 47,36
Total 209 327

Figura 1: Fragmentos de DNA extraidos por meio do protocolo de Ferreira e Grattapaglia
(1998) e visualizados em gel de eletroforese 1,8 % de agarose.
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Figura 2. Padrdo molecular do primer A=1815 e B= 1849 na amplificagio do DNA dos
subacessos de melédo por meio do marcador ISSR.
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Analisando a variagdo molecular (AMOVA) foi observada uma variabilidade genética
de 9,49% entre as regides de coleta dos subacessos e 90,5% dentro das regides, demonstrando
ampla variabilidade nos subacessos estudados (Tabela 3). Silva (2004) em seu estudo de
caracterizacdo molecular de acessos de melancia utilizando RAPD observou uma
variabilidade genética de 46,3% dentro das regides de coleta dos acessos e 29%, entre as
regides, corroborando com os dados dessa pesquisa. A alta variagdo observada dentro das
regides € indicativa de que houve introgresséo de caracteres entre as diferentes subespécies e
grupos botanicos e que o manejo das sementes de diferentes tipos de melGes pelos
agricultores familiares possa ter contribuido para que polinizagdes cruzadas entre diferentes
subespécies e grupos botanicos ocorressem, uma vez que ndo existe barreira para cruzamentos
entre diferentes variedades botanicas (DECKER-WALTERS et al.,, 2002). A permuta de
sementes entre os agricultores familiares é bastante comum, portanto, pode ter ocorrido

também mistura de sementes atraves do processo de troca de germoplasma.

Tabela 3: Anélise de variancia molecular de subacessos de meldo do BAG de Cucurbitaceas

para o nordeste brasileiro.

o GL Soma de Componentes da Porcentagem de
Fonte de variacao o o
guadrados variancia variacao
Entre municipios 3 134,2361 2,9484 9,49
Dentro do municipio 20 562,3889 28,1194 90,50
Total 23 696,625 31,0679

Com base em locos ISSR os dados formaram oito grupos utilizando o método
UPGMA (Figura 3). O coeficiente de correlacdo cofenético observado foi de 0,82, indicando
uma boa consisténcia (CRUZ e CARNEIRO, 2003). O grupo | foi constituido pelos
subacessos BGMEL 108.1, BGMEL 112.0, BGMEL 111.0, BGMEL 115.0, BGMEL 79.0,
BGMEL 66.0 e BGMEL 67.0 todos da subespécie agrestis variedade makuwa. No grupo 1l
ficaram os subacessos BGMEL 86.2 subespécie agrestis e variedade ndo definida e BGMEL
103.2 indefinido quanto a subespécie e a variedade botanica. O grupo Il foi composto pelos
subacessos BGMEL68.1, BGMELS87.1 subespécie agrestis variedade momordica,
BGMELS87.3, BGMEL68.3 indefinidos quanto a subespécie e variedade botanica, porém
ambos com caracteristicas de momordica, BGMEL 68.2 subespécie agrestis e variedade

boténica indefinida, e BGMEL 78.0 subespécie melo variedade cantalupensis. Apenas dois
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subacessos compdem o grupo IV BGMEL 108.4 indefinidos quanto a subespécie e a
variedade botanica e BGMEL 108.3 subespecie agrestis variedade ndo definida, porem com
caracteristicas da variedade acidulos. O grupo V BGMEL 108.2 subespécie melo variedade
indefinida, mas com caracteristicas de inodorus. O grupo VI, BGMEL 97.1, BGMEL 101.0,
BGMEL 86.1, BGMEL 97. 2, BGMEL 87.2 e BGMEL103.1 todos da subespécie melo e
predomindncia da variedade cantalupensis, com exce¢do do subacesso BGMEL 97.2
indefinido quanto a variedade botanica, mas apresentou caracteristicas da variedade chito. O
grupo VII BGMEL 86.3 subespécie melo variedade indefinida, porem com caracteristicas de

reticulatus e o grupo VIII BGMEL 63.0 subespécie melo variedade cantalupensis.

BMel 108-1
Bel 1110

BMel 115-0 - 1 }7
BMel 0750

Bl 0650 |
Bl 0870 I
Bl 0852
BMel 1032 3
BMel 0673 |
Blflel 037-1 J I
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BMel 068-1 —'7

BMel 0780 —
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Bl 1083

BMel 1082

BMel 037-1
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‘EIMe\ 1051
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0 il 02 05 06 08 a Al 13 A5 6

Figura 3: Agrupamento dos subacessos utilizando o marcador ISSR.

Comparando com os dados morfoldgicos observou-se que os subacessos com base em
locos ISSR ficaram distribuidos em um maior nimero de grupos (Figuras 3 e 4). Entretanto,
alguns grupos coincidiram com o agrupamento realizado a partir dos dados morfoldgicos.
Assim, no primeiro grupo dos dados morfoldgicos foi possivel distinguir dois subgrupos: o
primeiro (BGMEL 108.3 e BGMEL 108.4) coincidiu com o grupo 1V dos dados moleculares
e 0 segundo (BGMEL 111.0, BGMEL 112.0, BGMEL 115.0, BGMEL 108.1, BGMEL79.0,
BGMEL 66.0 e BGMEL 67.0) estd de acordo com o grupo I. O grupo Il (BGMEL 86.2 e

BGMEL 103.2) dos dados moleculares ficou em grupos diferentes no agrupamento
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morfolégico. J& no grupo Il ficou alocado apenas um subacesso diferente daqueles do
agrupamento morfoldgico, o subacesso 78.0. O grupo V composto por apenas um subacesso
(BGMEL 108.2) estava agrupado nos dados morfoldgicos junto com os subacessos do grupo
I11. No entanto, os subacessos agrupados nos grupos VI, VII e VIII estavam alocados em um
mesmo grupo de acordo com os dados morfoldgicos, com excecdo apenas do subacesso 87.2

que havia formado um grupo separadamente dos demais.

Dissimilaridade
o
N
|

0.0 —

Assim, verifica-se uma razoavel concordancia no agrupamento dos subacessos quanto
a subespécie e a variedade botanica, quando definida, uma vez que, nos grupos I, 11, Il e IV
houve uma predominancia da subespécie agrestis com excecédo, apenas do subacesso BGMEL
78.0 que pertence a subespécie melo e os subacessos nao definidos BGMEL 103.2, 87.3, 68.3
e 108.4. Ja nos grupos V, VI, VII e VIII todos os subacessos sdo da subespécie melo.

Aragdo et al. (2013) ndo observaram associacdo entre o a formacdo dos grupos e a
classificacdo botanica. Porém vale ressaltar que os autores seguiram a classificacdo de
Robinson e Decker-Walters (1997), onde os mesmos consideram apenas seis grupos botanicos
para a espécie de meldo (cantalupensis, inodorus, conomom, dudaim, flexuosus e
momordica). Roy et al. (2012) analisaram a diversidade nos meldes silvestres da india
utilizando SSR e observaram uma clara diferenciacdo genética entre os acessos de meléo
silvestres do norte da india e os meldes do sul e leste da india. Dhillon et al. (2007)
observaram grande variagdo genética entre o germoplasma indiano da variedade momordica

com base em marcadores RAPD. Silva et al. (2012) relatam que os marcadores ISSR foram
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eficientes na diferenciacdo dos acessos de melancia e meldo, revelando alto nivel de

polimorfismo entre os acessos estudados.

CONCLUSOES

O marcador ISSR revela variabilidade genética dentro e entre os subacessos cultivados na

agricultura tradicional.

Existe semelhanca entre os agrupamentos dos dados moleculares com os morfolégicos, sendo

que a caracterizacdo molecular foi mais precisa na separacdo dos grupos.
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CONCLUSAO GERAL

Existe uma grande variabilidade entre e dentro da amostra de acessos e subacessos de
meloeiro do banco de germoplasma de mel&o proveniente da agricultura familiar da regiéo

Nordeste do Brasil.

Ha indicativo de que ocorreu a introgressdo de caracteres das duas subespécies de meldo e dos

diferentes grupos boténicos no germoplasma cultivado pelos pequenos agricultores.

Existe uma razoavel concordancia entre os agrupamentos dos dados moleculares com o0s

morfoldgicos, sendo que a caracterizacdo molecular foi mais precisa na separac¢ao dos grupos.
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Tabela 1: Comparacdo entre os agrupamentos dos dados morfoldgicos e moleculares.

DADOS MORFOLOGICOS

DADOS MOLECULARES

61

GRUPO SUBESPECIE VARIEDADE

108.3 A. ND (acid.)
108.4 ND
111.0 A. MAK
112.0 A. MAK

I 115.0 A. MAK
108.1 A. MAK
79.0 A. MAK
66.0 A. MAK
67.0 A. MAK
108.2 M. ND (inod.)
68.2 A.ND
86.2 A.ND

I 87.3 ND (mo.)
68.1 A. MO
68.3 ND (mo.)
87.1 A. MO

I 87.2 M. CANT
101.0 M. CANT
97.2 M. ND (chito)
103.2 ND (cant.)
86.3 M. ND (ret.)

v 78.0 M. CANT
86.1 M. CANT
63.0 M. CANT
97.1 M. CANT
103.1 M. CANT

GRUPO SUBESPECIE VARIEDADE
108.1 A. MAK
112.0 A. MAK
111.0 A. MAK
I 115.0 A. MAK
79.0 A. MAK
66.0 A. MAK
67.0 A. MAK
I 86.2 A.ND
103.2 ND (cant.)
87.3 ND (mo.)
87.1 A. MO
n 68.3 ND (mo.)
68.2 A.ND
68.1 A. MO
78.0 M. CANT
v 108.4 ND
108.3 A. ND (acid.)
V 108.2 M. ND (inod.)
97.1 M. CANT
101.0 M. CANT
VI 86.1 M. CANT
97.2 M. ND (chito)
87.2 M. CANT
103.1 M. CANT
VII 86.3 M. ND
VIII 63.0 M. CANT




