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RESUMO 

 

O meloeiro (Cucumis melo L.), pertencente à família Cucurbitaceae, é uma hortaliça de ampla 

importância mundial. A haploidização é uma técnica que permite a fixação de genes de forma 

rápida, pelo uso de dihaploides, facilitando a seleção de genótipos com características de 

interesse. A dihaploidização é utilizada com objetivo de acelerar o programa de melhoramento 

de algumas espécies cultivadas, sendo uma alternativa promissora para reduzir o tempo de 

obtenção de linhagens homozigotas. Contudo, em meloeiro, a eficiência desse método é 

baixa, principalmente na etapa de regeneração das plantas haploides. A cultura in vitro de 

anteras é uma via para a obtenção de haploides em Cucurbitáceas. Portanto, objetivou-se com 

este trabalho a obtenção de plantas haploides de meloeiro por meio do cultivo in vitro de 

anteras. As variedades botânicas utilizadas foram: inodorus; cantalupensis e reticulatus. 

Utilizou-se como explantes anteras excisadas de botões florais masculinos obtidos na pré-

antese, a partir de plantas mantidas em casa de vegetação. As anteras foram seccionadas ao 

meio, e inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultivo. Na etapa de 

calogênese, as anteras foram colocadas em meio de cultivo básico MS, suplementado com 2,0 

mg/L de 2,4-D.  O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em 

esquema fatorial 3x2x2, sendo os fatores:  três variedades botânicas, dois pré-tratamentos, à 

frio (4
 
± 1

o
C, no escuro, durante 7 dias) e o outro à calor (32 ± 1 

o
C, no escuro, durante 7 

dias), e dois tempos de permanência no meio de cultivo (aos 14 e 28 dias ), totalizando 12 

tratamentos, com 60 repetições. As culturas permaneceram por 28 dias na sala de crescimento 

a 25 ± 1 ºC sob fotoperíodo de 16h de luz, e intensidade luminosa de 30µmolm
-2

s
-1

.  Não se 

constatou formação de calos na fase de indução. Aos 28 dias, todos os explantes foram 

transferidos para o meio de cultivo de maturação de calos (MS + 2,0 mg/L de 2,4 D + 0,5 

mg/L de BAP). Os calos foram formados a partir da primeira semana no meio de cultivo de 

maturação, permanecendo neste meio por um período de 4 semanas. Aos 63 dias após a 

inoculação in vitro das anteras, os explantes foram avaliados quanto à formação, tamanho, 

oxidação e massa fresca dos calos. Os dados obtidos foram submetidos à análise univariada de 

Scott Knott, e as médias comparadas entre si a um nível de 5% de significância. Houve 

diferença significativa para formação de calos, sendo cantalupensis a variedade mais eficiente 

dentre as três estudadas. A taxa de oxidação foi mínima, não interferindo na condução do 

experimento. A variedade cantalupensis submetida aos tratamentos de renovação do meio de 

cultivo aos 14 dias, e ao choque térmico a 32ºC no escuro por sete dias, se destacou em 

formação e massa fresca de calos. Os pré-tratamentos, aliados a renovação ou não e os 



 

reguladores de crescimento adicionados aos meios de cultivo, não foram eficazes para 

formação de parte aérea, a partir dos calos das três variedades botânicas estudadas. 

Palavras-chave: Cucumis melo L. Androgênese. Dihaploide.  

.  

 



 

ABSTRACT 

The melon (Cucumis melo L.), belongs to Cucurbitaceae family, it is a vegetable of global 

importance.  Haploidization is a technique that allows fast genes fixation by the use of 

dihaploids, facilitating to select genotypes with characteristics of interest. Dihaploidization is 

used to accelerate the breeding program of some cultivated species, being a promising 

alternative to reduce time to obtain homozygous strains. However, in melon, the efficiency of 

this method is low, mainly in haploid plants regeneration stage.  The in vitro culture of anthers 

is a way to obtain haploids in Cucurbitaceae. Therefore, the objective of this work was to 

obtain melon haploid plants by in vitro culture of anthers.  The botanical varieties used were: 

inodorus; cantalupensis and reticulatus. Anther explants, obtained from male floral buds in 

pre-anthesis stage,were used from plants kept in greenhouse. The anthers were split in half 

and inoculated into test tubes containing 10 mL of culture medium. In the calogenesis step, 

the anthers were placed in MS basic culture medium, supplemented with 2.0 mg / L 2,4-D.  

The experimental design was completely randomized in a 3x2x2 factorial scheme, with the 

following factors: three botanical varieties, two pre-treatments, cold (4 ± 1oC in the dark for 7 

days) and the other in the heat (32 ± 1 oC, in the dark for 7 days), and two permanence time in 

the culture medium (at 14 and 28 days), totaling 12 treatments, with 60 replicates. The 

cultures remained for 28 days in the growth room at 25 ± 1 ° C under photoperiod of 16h 

light, and luminous intensity of 30μmolm-2s-1. No callus formation was observed in the 

induction phase. After 28 days, all explants were transferred to callus maturation medium (MS 

+ 2.0 mg / L of 2.4 D + 0.5 mg / L of BAP). The calluses were formed from the first week in 

the maturation culture medium, remaining in this medium for 4 weeks. At 63 days after the in 

vitro inoculation of the anthers, the explants were evaluated for formation, size, oxidation and 

fresh mass of the calli.  Data were submitted to Scott Knott's univariate analysis, and means 

were compared to each other at a 5% level of significance. There was a significant difference 

for callus formation, with cantalupensis being the most efficient variety among the three 

studied. The oxidation rate was minimal, not interfering with the conduction of the 

experiment. Cantalupensis variety, submitted to renewal of culture medium at 14 days, and 

the thermal shock at 32ºC in the dark for seven days, showed better callus formation and fresh 

mass. The pre-treatments allied to culture medium renewal or not and the growth regulators 

added to the culture media, were not effective for shoot formation, from the calli of the three 

botanical varieties studied. 



 

Key words: Cucumis melo L. Androgenesis. Dihaploide 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O meloeiro (Cucumis melo L.) pertencente à família das cucurbitáceas, é uma 

hortaliça de grande importância em todo o mundo (YASIR et al., 2016). Indícios apontam seu 

centro de origem como sendo nos continentes asiático e africano, de onde ocorreu a dispersão 

para outras partes do mundo. (LOPES; CARVALHO; PESSOA, 2003).  

De acordo com a classificação taxonômica, a espécie Cucumis melo L. foi 

dividida em dezesseis variedades botânicas, sendo seis pertencentes à subsp. agrestis, e 10 à 

subsp. melo (PITRAT; HANELT; HAMMER, 2000; PITRAT, 2013). As três variedades 

botânicas de maior expressividade na produção comercial no Brasil, são cucumis melo var. 

inodorus, cucumis melo var. cantalupensis, e cucumis melo var. reticulatus (VARGAS et al., 

2008; BRITO, 2017). 

Segundo dados da FAO (2019), os principais países produtores de melão, são: 

China, Turquia, Irã, Egito e Índia. Entre aqueles com ascensão na produção e 

comercialização, o Brasil tem se destacado significativamente, alcançando no ano de 2017 

mais de 540 toneladas, em aproximadamente 23 mil hectares colhidos (FAO, 2019). A 

produção brasileira concentra-se na região Nordeste, onde no mesmo ano contribuiu com mais 

de 95% da produção nacional com ênfase para os estados de Rio Grande do Norte e Ceará 

(IBGE 2019).  

Com o avanço da cultura do melão e a sua importância para a agricultura mundial, 

os programas de melhoramento tem procurado incorporar genes para características relativas à 

superioridade da qualidade de fruto, tais como cor e textura de polpa, aumento do teor de 

sólidos solúveis, resistência a pragas e doenças e melhor capacidade ao transporte a longas 

distâncias (LOPES; CARVALHO; PESSOA, 1999).  

Uma das técnicas utilizadas para aumentar a produtividade é a obtenção de 

híbridos. Contudo, este processo demanda considerável tempo e recursos devido a geração de 

linhagens homozigotas, por conta das sucessivas gerações de autofecundação e seleção, 

durante o melhoramento convencional (DONG et al., 2016). 

Cultivares comerciais de meloeiro são, predominantemente, híbridos F1. Para que a 

produção desses genótipos tenha sucesso, os parentais devem possuir alto grau de homozigose 

(linhas puras) (YASHIRO et al., 2002). Contudo, usando técnicas convencionais de melhoramento 

de plantas, como a auto-polinização ou retrocruzamentos, essa etapa pode durar mais de sete anos 

(YASHIRO et al., 2002), e, para outros autores, podem ser necessários de 10 a 12 anos para se 
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obter linhas puras. Além disso, não é possível obter materiais 100% homozigotos, mesmo após 

sucessivos avanços nas gerações (BAKTEMUR; TAŞKIN; BÜYÜKALACA, 2013). 

A haploidização é uma técnica empregada há mais de 50 anos que permite a 

fixação de genes de forma rápida, pelo uso de dihaploides, facilitando a seleção de genótipos 

com características de interesse. Essa técnica tem sido bastante utilizada com o objetivo de 

acelerar os programas de melhoramento de algumas espécies cultivadas (GATAZKA; 

NIEMIROWICZ-SZCZYTT, 2013).  

Aos menos quatro técnicas são utilizadas para obtenção de haploides em 

Cucurbitáceas: partenogênese haploide in situ, induzida principalmente por polinização com 

pólen irradiado (SAUTON; DUMAS VAULX, 1987; BAKTEMUR et al., 2014; KOŠMRLJ; 

KASTELEC; BOHANEC, 2014; GALAZKA; SLOMNICKA, 2015; KOUAKOU et al., 

2015), ginogênese in vitro (cultura in vitro de óvulo e ovário) (MALIK et al., 2011; 

GODBOLE; MURTHY, 2012; KOLI; MURTHY, 2013; LI et al., 2013; PLAPUNG et al., 

2014) androgênese in vitro (cultura in vitro de antera e grão de pólen) (SUPRUNOVA; 

SHMYKOVA, 2008; HAMIDVAND et al., 2013; USMAN et al., 2015; ABDOLLAHI et al., 

2016), e cruzamento interespecífico (DUMAS,1979; DEVAUX; PICKERING, 2005). 

A cultura in vitro de anteras tem sido relatada como sendo um método eficiente 

para produção de haploides em muitas espécies vegetais (FERRIE et al., 1995), inclusive nas 

cucurbitáceas, como meloeiro (DRYANOVSKA, 1983), abóbora (METWALLY et al., 1998), 

de melancia (ABDOLLAHI et al., 2015) e pepino (ASHOK KUMAR; MURTHY; PAEK, 

2003; VIZINTIN; BOHANEC, 2004; SUPRUNOVA; SHMYKOVA, 2008; HAMIDVAND et 

al., 2013; ABDOLLAHI et al., 2016). 

A cultura in vitro de anteras é frequentemente o método de escolha para a 

produção de dihaploides em muitas culturas, porque a praticidade permite o estabelecimento e 

a aplicação em larga escala de culturas de anteras a uma ampla gama de genótipos (Sopory e 

Munshi, 1996).  



 

16 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 
 

Obtenção de plantas haploides a partir do cultivo in vitro de anteras de três 

variedades botânicas de meloeiro.  

 

2.1 Objetivos específicos 

 

1. Influência do pré-tratamento com frio e calor no cultivo in vitro de anteras de 

meloeiro das variedades reticulatus, inodorus e cantalupensis; 

2. Indução in vitro de calos em anteras, com a renovação do meio de cultivo em 

intervalos de 14 e 28 dias; 

3. Obtenção de mudas haploides por meio da transferência dos calos obtidos para 

meio de cultivo de regeneração. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 O meloeiro 

 

3.1.1 Aspectos botânicos 

 

A família Curcubitaceae abrange um grande número de espécies de grande valor 

econômico, como melão (Cucumis melo L.), pepino (Cucumis sativus var. sativus L.) abóbora 

(Cucurbita moschata Duchesne ex Poir.), abobrinha (Cucurbita pepo L.), melancia (Citrullus 

lanatus (Thunb.) Matsum.& Nakai), moranga (Cucurbita maxima Duch. ex Lam.) dentre 

outras espécies cultivadas em todo o mundo (DONG et al., 2016). O melão destaca-se como 

uma das hortaliças que apresenta considerável expressão econômica e social no Brasil e no 

mundo (VALADARES et al.; 2017).  

O centro de origem de uma planta é de suma importância, pois é local onde está a 

maior diversidade de genes que poderão ser utilizados para o melhoramento genético. Não é 

sabida exatamente a origem do melão, acredita-se que seja nos continentes africano e asiático, 

e suas formas selvagens originadas do leste da África ao sul do deserto de Saara, e as 

encontradas na Índia derivadas de cultivares locais (LOPES; CARVALHO; PESSOA, 2003). 

A aparição de tipos idênticos nessas regiões e em áreas próximas dá respaldo maior a teoria da 

deriva continental. A introdução em diferentes locais do mundo pode ter sido através do 

homem ou por animais (OLIVEIRA et. al, 2017). 

Conforme a classificação taxonômica, a espécie Cucumis melo L. foi dividida em 

dezesseis variedades botânicas, seis pertencentes à subsp. agrestis (conomon, makuwa, 

chinensis, momordica, acidulus e tibish) e 10 à subsp. melo (cantalupensis, reticulatus, 

adana, chandalak, ameri, inodorus, flexuosus, chate, dudaim e chito) (PITRAT; HANELT; 

HAMMER, 2000; PITRAT, 2013).  

As três variedades botânicas mais produzidas comercialmente no Brasil são 

Cucumis melo var. inodorus, Cucumis melo var. cantalupensis, e Cucumis melo var. 

reticulatus (VARGAS et al., 2008; BRITO, 2017). 1- Cucumis melo var. inodorus, Jacquin: 

plantas andromonoicas, com fruto redondo à elíptico, algumas vezes apresentam aspecto 

pontudo na região do pedúnculo. No que diz respeito à cor da casca, pode ser de coloração 

branca, amarela ou verde escura, com manchas ou ter sua tonalidade uniforme, mas 

essencialmente com casca rugosa, com ou sem costelas. Polpa branca e doce, sem aroma, 

fruto não climatérico (PITRAT 2008); 2- Cucumis melo var. cantalupensis, Naudin: 
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Geralmente são plantas andromonoicas, mas também podem se apresentar como monoicas. 

Frutos de tamanho médio com casca lisa a moderadamente verrugosa; polpa geralmente 

laranja aromática e doce; são climatéricos, e na maturidade apresentam deiscência. Charentais 

é o mais comercializado no Brasil pertencente a esta variedade (MUNGER; ROBINSON, 

1991; PITRAT et al., 2000; PITRAT 2008). 3- Cucumis melo var. reticulatus Séringe: 

andromonoica; casca reticulada com ou sem costelas; fruto redondo a ovalado; polpa 

geralmente laranja, aromática e doce; fruto climatérico (PITRAT et al., 2000; PITRAT 2008).  

A classificação comercial divide os melões em tipos, a fim de facilitar a 

comercialização em todo o mundo (Figura 01). O tipo relaciona um grupo de cultivares ou de 

híbridos que manifesta uma ou mais características semelhantes, que são facilmente 

identificadas e diferenciadas das demais, tais como formato do fruto, cor e textura da casca, 

cor da polpa, entre outros (Perpiñá et al.; 2016). Os tipos mais comercializados no Brasil são: 

Amarelo, Pele de Sapo e Honey Dew (pertencentes à variedade inodorus); Cantaloupe e Gália 

(pertencentes à variedade reticulatus) e Charentais (pertencentes à variedade cantalupensis). 

 

Figura 1. Tipos comerciais de melão (Cucumis melo L.). 

 

Fonte: ARAGÃO (2011). 
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3.1.2 Aspectos econômicos  

 

Segundo dados mais recentes da FAO (2019), a produção mundial de melão em 

toneladas no ano de 2017, foi de aproximadamente 32 milhões em mais de 1,22 milhões de 

hectares colhidos. China, Turquia, Irã, Egito e Índia, responderam a um valor em torno de 

68% desse total produzido. O Brasil contribuiu com menos de 2%, ocupando a 11ª posição, 

alcançando mais de 540 toneladas, cerca de 23 mil hectares colhidos (FAO 2019). Segundo o 

anuário brasileiro da fruticultura (2018), o Brasil é autossuficiente em termos de produção de 

melão destacando-se no âmbito econômico, entre as espécies mais exportadas pelo país. 

A região Nordeste em 2017 foi responsável por 95% da produção total brasileira, 

havendo destaque para Rio Grande do Norte e Ceará, sendo os estados de maior concentração 

da hortaliça (IBGE 2019). A combinação de altas temperaturas, intensa luminosidade e baixa 

umidade, características do clima nordestino, tem contribuído de forma significativa para sua 

produção na região (ALVES et al., 2018). Atualmente o cultivo de meloeiro para exportação 

está dividido entre esses dois centros de produção. Para atender esta demanda, o setor mantém 

em produção cerca de 22 mil hectares, sendo 20 mil destes localizados nos estados do Rio 

Grande do Norte e do Ceará (ANUÁRIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA 2018). 

Em 2018, mais de 36% do total produzido foi direcionado ao mercado externo, 

gerando mais de 130 milhões de dólares. Os principais destinos foram Holanda (73,1 mil 

toneladas/US$ 4937 milhões), Espanha (55,1 mil toneladas/US$37,10 milhões) e Reino 

Unido (48,24 mil toneladas/US$ 35,33 milhões). Ainda no primeiro trimestre de 2019, as 

exportações tiveram aumento de mais de 40% (23,8 mil toneladas), gerando uma alta de 11,82 

milhões de dólares em relação ao mesmo período de 2018 (MDIC, 2019). 

 

3.2 Melhoramento genético 

 

O melhoramento genético de plantas é uma importante estratégia para o aumento 

da produtividade de forma mais ecológica e equilibrada (BORÉM, 2005). Estima-se que 

metade do incremento de produtividade, nas principais culturas nos últimos 50 anos, tenha 

sido proporcionado pelo melhoramento genético, o qual busca elevação na produção mundial, 

e ao mesmo tempo redução da quantidade de insumos utilizados (BORÉM; MIRANDA, 

2013).  

Uma das técnicas utilizadas para aumentar a produtividade é a obtenção de 

híbridos, alcançados por meio do cruzamento de linhagens puras com características 
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contrastantes entre si. Todavia, este processo demanda considerável tempo e recursos para a 

geração de linhagens homozigotas, devido às sucessivas gerações de autofecundação e 

seleção, etapas do melhoramento convencional (DONG et al., 2016). Cultivares comerciais de 

melão, são, predominantemente, híbridos F1. Para que a produção desses genótipos tenha sucesso, 

os parentais devem possuir alto grau de homozigose (YASHIRO et al., 2002). Contudo, usando 

técnicas convencionais de melhoramento de plantas, como a auto-polinização ou 

retrocruzamentos, essa etapa pode durar mais de sete anos (YASHIRO et al., 2002), e, para outros 

autores, podem ser necessários de 10 a 12 anos para se obter linhas puras. Além disso, não é 

possível obter materiais 100% homozigotos, mesmo após sucessivos avanços nas gerações 

(BAKTEMUR; TAŞKIN; BÜYÜKALACA, 2013). 

 

3.3 Técnica de dihaploidização 

 

A produção de dihaploides inclui inúmeras vantagens, a saber: máxima variação 

genética, redução de tempo, custos, e ainda obter linhagens 100% homozigotas, em apenas 

um ciclo (GEIGER e GORDILLO, 2009; GONZALO, et al., 2011). A técnica consiste na 

duplicação do número de cromossomos de uma planta haploide, ocasionando a dihaploidia 

(CANHOTO, 2010). Os estágios que compreendem a obtenção de dihaploides englobam a 

geração de haploides por meio de cruzamentos de indução, seguida da separação de haploides 

da descendência desse cruzamento.  

Para o próximo passo, os haploides devem passar por um tratamento para 

estimular a duplicação cromossômica por meio do uso de substâncias antimitóticas, sendo a 

colchicina mais utilizada (RAO; SUPRASANNA, 1996; CARVALHO; VIDAL, 2003; 

SILVA, 2017). Seu uso é fundamental para obtenção de dihaploides em cucurbitáceas, pois 

em espécies dessa família, a duplicação cromossômica pode ocorrer raramente de forma 

natural (DRYANOVSKA, 1985).  

 As técnicas mais utilizadas para obtenção de haploides em cucurbitáceas são: 

polinização com pólen irradiado (SAUTON; DUMAS VAULX, 1987; BAKTEMUR et al., 

2014; KOŠMRLJ; KASTELEC; BOHANEC, 2014; GALAZKA; SLOMNICKA, 2015; 

KOUAKOU et al., 2015); cultura in vitro de óvulo e ovário (MALIK et al., 2011; 

GODBOLE; MURTHY, 2012; KOLI; MURTHY, 2013; LI et al., 2013; PLAPUNG et al., 

2014), e cultura in vitro de grão de pólen e da antera (SUPRUNOVA; SHMYKOVA, 2008; 

HAMIDVAND et al., 2013; USMAN et al., 2015; ABDOLLAHI et al., 2016), e cruzamento 

interespecífico (DUMAS,1979; DEVAUX; PICKERING, 2005).  
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Para a escolha da técnica a ser utilizada, é importante levar em consideração a 

resposta específica de cada espécie às diferentes técnicas. A técnica de pólen irradiado é a 

mais amplamente utilizada para induzir dihaploidização de Cucurbitáceas. A dihaploidia foi 

alcançada pela técnica de pólen irradiado em abobrinha (Kurtar et al. 2002; Berber 2009; 

Baktemur et al. 2014), abóbora (Kurtar et al. 2009), e C. maxima (Kurtar e Balkaya 2010).  

Contudo, esta técnica depende do genótipo, dose de irradiação, duração da 

irradiação, composições do meio de cultivo, condições de cultura, tempo de colheita, dentre 

outros (Kurtar e Balkaya 2010). Essa dependência resulta em baixos números de plantas 

haploides obtidas, dessa técnica (KURTAR; BALKAYA; KANDEMIR, 2016). Por tais 

restrições, a cultura in vitro de anteras surge como uma das possibilidades à obtenção de 

dihaploides. 

 

3.4 Cultura de tecidos vegetais 

 

A técnica consiste na retirada de fragmentos de tecidos (chamados explantes) 

como células ou órgãos, que respondam às condições de indução, principalmente à 

regeneração de plantas. Estes explantes são acondicionados em meio nutritivo, cultivados 

assépticamente, sob condições controladas de luz e temperatura (TORRES et al., 2000).  

A metodologia do cultivo in vitro é baseada na totipotência das células vegetais, 

isto é, na capacidade de produção de órgãos, como brotos e/ou raízes, ou embriões somáticos 

que regeneram uma planta completa num meio de cultivo favorável (CARVALHO; VIDAL, 

2003).  

O número de pesquisas envolvendo haploidização em plantas a partir do cultivo in 

vitro utilizando tecidos haploides (ginogênese e androgênese) e subsequentemente indução da 

duplicação de cromossomos forneceu uma estratégia para acelerar significativamente o 

processo de melhoramento de culturas, já que as características podem ser fixadas sem 

múltiplas gerações de autofecundação.  

Uma vez obtidas as linhas dihaploides, seu genótipo pode ser rapidamente 

multiplicado, permitindo que os melhoristas avaliem as muitas características quantitativas e 

qualitativas que precisam para o desenvolvimento de uma cultivar com características de 

interesse. O resultado é uma economia substancial em tempo e recursos em relação à prática 

convencional (ISHII; KARIMI-ASHTIYANI; HOUBEN, 2016). O desenvolvimento de 

técnicas in vitro, para a produção haploide em cucurbitáceas, representa um avanço 
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relativamente recente, nos campos da biotecnologia e reprodução de plantas (DONG et al., 

2016). 

 

3.5 Androgênese em meloeiro  
 

A descoberta de Guha e Maheshwari (1964, 1996), ao evidenciarem que plantas 

poderiam ser geradas a partir de anteras cultivadas de Datura innoxia. O método foi testado e 

utilizado em muitas espécies, porém com baixíssimo conhecimento dos mecanismos 

subjacentes envolvidos. Na atualidade, a cultura de anteras é um dos métodos amplamente 

utilizado (WEDZONY et al, 2009), sendo que mais de cem espécies já foram testadas e 

avaliadas.  

A cultura in vitro é frequentemente o método de escolha para a produção de 

dihaploides em muitas culturas, devido à simplicidade desta técnica, permitindo a aplicação 

em escala comercial para várias espécies (SOPORY E MUNSHI, 1996). 

A cultura in vitro de anteras tem sido mencionada como sendo um método 

eficiente para produção de haploides em muitas espécies (FERRIE et al., 1995), bem como na 

família das cucurbitáceas, como: meloeiro (DRYANOVSKA; ILEVA, 1983; 

DRYANOVSKA, 1985), abóbora (METWALLY et al., 1998), pepino (ASHOK KUMAR et 

al., 2003; SONG et al., 2007 e HAMIDVAN et al., 2013) e de melancia (ABDOLLAHI et al., 

2015). 

Numerosos fatores endógenos e exógenos afetam significativamente a resposta 

embriogênica de anteras ( DATTA, 2005; SMYKAL, 2000; WANG et al, 2000), tais como o 

genótipo, estado fisiológico e as condições de crescimento de plantas doadoras de explantes, 

estágio de desenvolvimento do pólen, pré-tratamento dos botões florais ou anteras, meios e 

condições de cultivo in vitro, juntamente com suas interações (KELLER et al., 1975; 

GERMANÀ, 2010). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local, material vegetal e condições de cultivo 

 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais da 

Embrapa Agroindústria Tropical (CNPAT), em Fortaleza, Ceará, no período de fevereiro a 

junho de 2019. 

Como explantes foram utilizadas anteras excisadas de botões de flores masculinas 

obtidos na pré-antese. As flores masculinas foram colhidas de plantas sadias, pertencentes a 

três variedades botânicas de meloeiro: cucumis melo var. inodorus, Jacquin; cucumis melo 

var. cantalupensis, Naudin e Cucumis melo var. reticulatus Séringe.  

A semeadura das plantas foi realizada em bandejas de 200 células, contendo 

substrato comercial - Hortaliça CA® e fibra de coco, na proporção de 1:1, permanecendo 

neste recipiente até o décimo dia, as mudas foram transplantadas para vasos de 5 litros 

contendo areia. O espaçamento adotado em casa de vegetação foi de 0,4m entre vasos e 0,8m 

entre linhas. O tutoramento das plantas foi guiado verticalmente por meio do uso de fitilho. 

As coletas das flores masculinas em estágio de pré-antese foram iniciadas duas semanas após 

o início do florescimento e realizadas entre 07h00min e 09h30min. 

Em capela de fluxo laminar, os botões florais foram desinfestados em solução de 

álcool 70% por 1 minuto, a seguir em solução de hipoclorito de sódio (cloro ativo 0,1%) 

contendo duas gotas de Tween 20 por 100 mL de solução, por 10 minutos e, posterirormente, 

enxaguados três vezes com água destilada autoclavada, de 1 minuto cada. O procedimento de 

desinfestação foi realizado duas vezes. A seguir as flores foram abertas e as anteras excisadas 

com o auxílio de pinças e bisturis, partidas ao meio e inoculadas em tubos de ensaio com 150 

x 25 mm, contendo 10 mL de meio de cultura, sendo uma antera por tubo. 

O meio de cultivo básico utilizado foi o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 

suplementado com 30 g L-1 de sacarose e solidificado com ágar (Gelzan®) a 1,8 g L-1. O pH 

foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que foi realizada a 121ºC, por 15 minutos. 

As anteras, após a inoculação in vitro foram submetidas a dois pré-tratamentos: 

manutenção em estufa B.O.D, a 32 º C; e em geladeira a 4ºC, no escuro por um período de 

sete dias (para a fase de indução de calos). Posteriormente, os todos os explantes foram 

transferidos para sala de crescimento com fotoperíodo de 16 horas de luz e intensidade 

luminosa de 30 μmol m-2 s-1. 
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4.1.1 Fase de indução de calos 

 

Para a fase de indução de calos foi utilizado o meio de cultivo básico MS, 

suplementado com 2,0 mg/L de 2,4-D, de acordo com o protocolo de Kurtar et al., ( 2016). 

As culturas foram mantidas por 28 dias em sala de crescimento, a 25 ± 1ºC e 

fotoperíodo de 16 horas de luz e intensidade luminosa de 30 μmol m-2 s-1. 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e analisado 

em esquema fatorial. Foram utilizadas 60 repetições, para cada tratamento, que consistiu em 

três variedades botânicas: inodorus, cantalupensis e reticulatus, dois pré-tratamentos, um a 

frio, e o outro a calor, dois tempos de renovação do meio de cultivo de indução que foi 

dividida em 14, e 28 dias, totalizando 12 tratamentos (3x2x2).  

 

4.1.2 Fase de maturação dos calos 

 

28 dias após a primeira fase, os explantes foram transferidos para o meio: MS + 

2,0 mg/L de 2,4 D + 0,5 mg/L de BAP, para a maturação dos calos, de acordo com protocolo 

de KURTAR et al. (2016). 

As culturas foram mantidas por quatro semanas em sala de crescimento, a 25 ± 

1ºC e fotoperíodo de 16 horas de luz e intensidade luminosa de 30 μmol m-2 s-1. 

Aos 63 dias após a instalação do experimento, foi registrado o número de anteras 

que desenvolveram calos, e a porcentagem de calos oxidados, tamanho e massa fresca. 

No presente trabalho, os calos foram considerados oxidados quando apresentavam 

um amarelecimento inicial seguido de escurecimento na superfície do tecido, com posterior 

possibilidade de morte do explante. A avaliação foi realizada aos 48 dias de experimento. Os 

calos foram classificados em níveis de oxidação, de acordo com a figura 2. 

 

Figura 2: Oxidação em calos de Cucumis melo L. da variedade cantalupensis, aos 63 dias de cultivo in vitro de 
anteras. A) Ausência de oxidação; B) calo parcialmente oxidado; C) calo oxidado. 



 

25 

 

Foram considerados três tamanhos diferentes para calos, a saber: pequeno 

(tamanho do calo ≤ duas vezes o tamanho da antera), médio (duas vezes o tamanho da antera 

< tc ≤ seis vezes o tamanho da antera), grande (tc > seis vezes o tamanho da antera). 

Para a obtenção dos valores de massa fresca foram retirados de cada tratamento, 

dez repetições alatórias, onde os calos foram pesados, para posterior obtenção da média. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise univariada de Scotth knott, e as 

médias, dentro de cada tratamento, comparadas entre si a um nível de 5% de significância. 

 

4.1.3 Fase de indução de embriões 

 

Aos 63 dias após a inoculação das anteras, os calos da variedade botânica 

cantalupensis foram transferidos para o meio: MS + 4,0 mg/L de BAP + 0,5 mg/L de ANA, 

para a indução de embriões, de acordo com o protocolo de KURTAR et al.(2016). 

As variedades reticulatus e inodorus não foram utilizadas nesta etapa do trabalho, 

devido à baixa taxa de formação de calos. O número de calos obtidos foi insuficiente para a 

implantação desta fase do trabalho. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Fase de indução de calos 

 

Não houve formação de calos no meio de cultivo MS suplementado apenas com a 

2,0 mg/L da auxina 2,4-D. O meio utilizado por Kurtar et al. (2016) diferindo do presente 

estudo apenas por ter sido suplementado com 120g/L de sacarose, obtiveram formação de 

calos de coloração amarela na fase de indução de calos, utilizando anteras de abóbora e 

moranga para o cultivo in vitro. 

Contudo, Diógenes Neto (2019, no prelo), utilizando os meios de cultivo MS + 

1,0 µM de BAP + 2,0 µM de 2,4D, contendo 30 g/L e 120 g/L de sacarose, para indução de 

calos em anteras de meloeiro das variedades reticulatus, cantalupensis, e inodorus, concluiu 

que o meio contendo 30 g/L de sacarose mostrou-se o mais adequado no que concerne ao 

tamanho e peso dos calos formados. 

Outro fator importante para a indução de calos é a combinação de reguladores de 

crescimento no meio de cultivo. O 2,4-D é a auxina mais empregada nos processos de 

calogênese. Tal uso está relacionado com o papel deste regulador de crescimento na célula, 

pois ele estimula o início da divisão e atua controlando o crescimento celular. (GEORGE, 

1996). Assim, sob ação do 2,4-D, as células do explante passam pelo processo de 

desdiferenciação, seguido de divisão (GEORGE et al., 2008). 

Kurtar et al. (2016) obtiveram resultados positivos para a calogênese 

suplementando o meio MS com apenas 2,4 D. Já Kouakou et al. (2015) constataram que a 

indução de calos na cucurbitácea L. siceraria foi melhorada com a adição dos aminoácidos: 

arginina, glutamina, glicina, e da citocinina BAP ao meio de indução. Abdollahi et al. (2015) 

relataram o efeito da combinação do 2,4-D com BAP em anteras da cultivar Charleston Gray 

de melancia, sendo o mesmo positivo com respostas de 75% a 88% de indução de calos. 

As citocininas são frequentemente utilizadas para estimular o crescimento e 

desenvolvimento de brotações múltiplas (GEORGE et al., 2008b; PIERIK, 1990). As auxinas 

e citocininas são as classes de reguladores de crescimento mais utilizadas na cultura in vitro 

(CALDAS et al., 1998).  

O uso do choque térmico no escuro como pré-tratamento para a indução de calos, 

é mencionado em diversos trabalhos. Kumar et al.(2003) testaram em anteras de duas 

cultivares de pepino, tanto o tratamento com frio (4ºC) quanto com choque térmico (32ºC), 

concluindo que um choque a frio durante 2 dias foi benéfico, pois aumentou 
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significativamente a produção de embriões, contudo, em ambas as cultivares, o choque frio 

prolongado diminuiu drasticamente o potencial embriogênico das anteras, e o pré-tratamento 

térmico dos botões florais à 32ºC durante 1 dia não foi benéfico em ambas as cultivares.  

Kurtar et al. (2016) incubaram as anteras das abóboras (Cucurbita maxima Duch e 

Cucurbita moschata Duch) a 32°C durante 1 semana no escuro, havendo a formação de calos 

para as anteras submetidas a este tratamento já na fase de indução de calos, oposto ao 

registrado no presente trabalho, onde os mesmos resultados só foram alcançados na fase de 

maturação de calos para as variedades reticulatus, cantalupensis, e inodorus de meloeiro. Tal 

fato pode ser relacionado pelo ciclo do melão ser mais curto que o do abóbora, e portanto, 

precisar de uma duração menor de choque térmico aliado ao escuro. Segundo Dong et al. 

(2016), o período adequado para o estresse, difere entre as mais diversas cucurbitáceas. A 

temperatura e o tempo de exposição ideais do pré-tratamento são informações fundamentais, e 

que variam de espécie para espécie. 

A aplicação de pré-tratamento com estresse térmico, tem sido um fator essencial 

para aumentar a eficiência da androgênese em diferentes espécies (TOURAEV et al., 1997; 

IMMONEN E ROBINSON, 2000; PECHAN E SMYKAL, 2001). O estresse, particularmente 

o pré-tratamento a frio e a quente, tem sido usado para induzir a embriogênese de anteras 

isoladas, uma vez que rompe o citoesqueleto em micrósporos (FERRIE et al., 1995). Aliado a 

isso, a manutenção dos explantes no escuro na fase inicial, aumentou a produção de calos 

(JARAMILLO; SUMMERS,1991). 

 

5.2 Fase de maturação de calos 

 

Duas semanas após a transferência das anteras do meio de cultivo de indução para 

o de maturação, foi possível observar a formação de calos. A variedade cantalupensis 

apresentou a maior taxa de calogênese (Tabela 1). Tal variação pode ser explicada pela 

influência direta que o genótipo exerce na androgênese, em cucurbitáceas (DONG et al., 

2016). Corroborando com os resultados obtidos por Kurtar et al. (2016), onde as variedades 

57Sİ21 de abóbora (Cucurbita maxima Duch), e G9 de Cucurbita moschata Duch se 

mostraram superiores para formação de calos do que as demais variedades estudadas. Kumar 

et al. (2003), trabalhando com pepino também constataram diferenças entre as cultivares, 

Calypson e Green Long, para a resposta das anteras à indução de calos. 

Segundo Parrot et al. (1991), o genótipo das plantas é um dos fatores que mais 

influencia a indução embriogênica, uma vez que, genótipos específicos dentro da mesma 
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espécie variam muito no que se refere à capacidade embriogênica, de tal forma que podem 

refletir diferenças correntes na aptidão de ativar elementos-chave para o desenvolvimento 

desta via morfogênica. 

Outra razão que possa explicar a formação majoritária de calos na variedade 

cantalupensis, e minoritária nas variedades reticulatus e inodorus, seria o estádio de 

desenvolvimento do grão de pólen. De acordo com Paiva & Paiva (2001), o micrósporo no 

estágio uninucleado é o mais adequado (antes ou logo após a antese) para o cultivo in vitro de 

anteras, havendo correlação entre o tamanho do botão floral masculino e o estádio do 

desenvolvimento do pólen.  

 

Tabela 1. Porcentagem de oxidação, e formação de calos em três variedades botânicas de 
meloeiro (Cucumis melo L.), submetidas a dois pré-tratamentos, e renovação do meio de 
cultivo aos 48 dias do cultivo in vitro das anteras. 

Variáveis 
Calos 

Formação (%) Oxidação1
 

Variedade botânica   

Cantalupensis 80,36 1,05 

Inodorus 12,83 1,00 

Reticulatus 4,55 1,00 

Pré-tratamento   

Frio 27,90 1,04 

Quente 32,85 1,04 

Renovação do meio de cultivo aos 14 dias  

Sim 39,39 1,02 

Não 22,15 1,08 

Média 31,43 1,04 
1
/Oxidação: 1- ausência; 2- parcialmente oxidado; e, 3- oxidado. 

 

O pré-tratamento a quente se mostrou mais eficaz em termos de formação de calos 

(Tabela 1), quando comparado com o percentual do pré-tratamento a frio. Rakha et al.(2012) 

submeteram anteras resultantes da hibridação entre variedades cultivadas de Cucurbita pepo 

L. a 35ºC no escuro durante uma semana, obtendo resultados positivos para a calogênese.  

Song et at. (2007) ponderam que a resposta ao estresse adequado de temperatura e 

luminosidade, depende do ecótipo da planta - por exemplo, pepinos cultivados em áreas de 

clima com temperaturas baixas respondem bem ao pré-tratamento a frio, enquanto aqueles 

cultivados em ambientes quentes respondem melhor ao pré-tratamento em temperaturas mais 

altas. O que é similar aos resultados encontrados, onde as variedades estudadas são adaptadas 

ao clima tropical, sendo mais cultivadas no semi-árido do nordeste brasileiro. 

Foi constatado que a renovação do meio de cultivo aos 14 dias foi positiva para a 

formação de calos (Tabela 1), Lemos et al. (2002) ao trabalharem com cana de açúcar em 

condições padrões de cultivo, notaram que as plantas cresceram rapidamente e consumiram a 
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maior parte dos nutrientes do meio em quatro semanas, sendo necessária a renovação. Kurtar 

et al., (2016) renovaram os meios por três vezes em intervalos de 7 dias para manter a 

formação de calos esverdeada e estimular a iniciação a regeneração das plantas. 

Verificaram-se no presente trabalho níveis baixos de oxidação nos explantes 

(Tabela 1), não comprometendo assim a condução do experimento. A reação de oxidação é 

indesejável para a cultura de tecidos uma vez que é, desencadeada no processo de injúria dos 

tecidos (corte), causando a liberação e a oxidação de compostos fenólicos que provocam um 

escurecimento no tecido do explante, inibindo o seu crescimento (MELO et al., 2001).  

Para a classificação do tamanho dos calos, eles foram comparados com relação ao 

tamanho das anteras (Figura 2). Houve diferença significativa para tamanho dos calos entre as 

variedades cantalupensis e reticulatus (Tabela 2). A variedade cantalupensis foi a mais 

eficiente, sendo os calos maiores quando se utilizou o pré-tratamento quente, e havendo a 

renovação do meio. Na Tabela 3, a variedade cantalupensis, corroborando com os resultados 

apresentados anteriormente, se mostrou a mais satisfatória em termos de massa fresca de calo, 

sob a influência do pré-tratamento à quente, e da renovação do meio de cultivo aos 14 dias.  

 

Tabela 2. Tamanho dos calos de três variedades botânicas de meloeiro (Cucumis melo L.), sob influência 
de pré-tratamentos e renovação do meio de cultivo aos 48 dias de cultivo in vitro das anteras. 

Tratamentos1 Variedades botânicas 

Cantalupensis Inodorus Reticulatus 

Pré-tratamento 

Frio 1,36 aB 1,00 bA 1,00 bB 

Quente 1,87 aA 1,00 bA 1,40 bA 

Renovação do meio de cultivo aos 14 dias 

Sim 1,80 aA 1,00 bA 1,25 aA 

Não 1,38 aB 1,00 aA 1,00 aA 

Média 1,61 1,00 1,22 
1/Tamanho dos calos: pequeno (tamanho do calo ≤ duas vezes o tamanho da antera), médio (duas vezes o 
tamanho da antera < tc ≤ seis vezes o tamanho da antera), grande (tc > seis vezes o tamanho da antera). 
2/Médias seguidas da mesma letra minúscula, na linha, e maiúscula, na coluna, não diferem entre si, pelo 
teste Scott-Knott, a 5% de significância. 

 

Não houve interferência para reticulatus no que concerne ao tamanho (Tabela 02) 

dos calos sob a influência dos pré-tratamentos a calor e a frio, contudo, a variedade foi 

satisfatória para a renovação do meio de cultivo aos 14 dias (Tabela 02). Para a variedade 

inodorus não houve diferença significativa no que se refere ao tamanho e massa fresca dos 

calos (Tabelas 2, e 3, respectivamente), isto é, não houve influência dos choques térmicos a 
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quente e a frio, e não houve influência quanto à renovação do meio de cultivo para o tamanho, 

e massa fresca dos calos nessa variedade.  

 

Tabela 3. Massa fresca dos calos de três variedades botânicas de meloeiro (Cucumis melo L.), sob influência de 
pré-tratamentos e renovação do meio de cultivo aos 48 dias de cultivo in vitro das anteras. 

Tratamentos 
Variedades botânicas 

 
Cantalupensis Inodorus Reticulatus 

Pré-tratamento 

Frio 76,92 aB 25,00 aA 19,24 aA  

Quente 201,14 aA 31,70 bA 34,52 bA  

Renovação do meio de cultivo aos 14 dias 

Sim 175,00 aA 30,97 bA 33,98 bA  

Não 78,54 aB 25,72 aA 19,79 aA  

Média 132,13 28,35 26,88  
1/Médias seguidas da mesma letra minúscula, na linha, e maiúscula, na coluna, não diferem entre si, pelo teste 
Scott-Knott, a 5% de significância. 

 

A utilização do pré-tratamento no escuro por uma semana à 32ºC aliada a 

renovação do meio de cultivo aos 14 dias, foi mais eficiente para formação, tamanho e massa 

fresca dos calos na variedade cantalupensis de Cucumis melo L. Para a variedade reticulatus 

exclusivamente em tamanho de calos, houve maior eficiência quando foi submetida à 

renovação do meio de cultivo aos 14 dias. A variedade inodorus não respondeu a nenhum dos 

tratamentos. 
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Figura 3: Calos na variedade cantalupensis, sob a 
influência na renovação do meio de cultivo, e choque 
térmico à quente e à frio, aos 63 dias de cultivo in vitro 
de anteras de meloeiro (Cucumis melo L.). 
 

 

 

5.2 Fase de indução de embriões 

 

Após quatro semanas no meio de maturação, os calos obtidos da variedade botânica 

cantalupensis foram transferidos para o meio de indução de embriões. Aos 18 dias, ainda não 

foram obtidas respostas para esse meio. 
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6. CONCLUSÃO 

 

A resposta à calogênese é genótipo dependente, sendo cantalupensis a variedade 

botânica de meloeiro que apresentou maior percentual de formação, tamanho, e massa fresca 

de calos. 

A porcentagem de formação de calos nas anteras das variedades reticulatus e 

inodorus foi baixa, na fase de indução de calos, no meio de cultivo MS, suplementado com 

2,0 mg/L de 2,4-D. 

As respostas das anteras ao pré-tratamento no escuro com temperatura a 32 ºC e 

uso dos reguladores 2,4-D com BAP dependem do genótipo, sendo cantalupensis a variedade 

estudada mais eficiente na formação de calos. 

A renovação do meio de cultivo foi positiva para tamanho de calos nas variedades 

cantalupensis e reticulatus; e apenas para massa fresca dos calos,  em cantalupensis.  

Os tratamentos de choque térmico, aliados a renovação ou não do meio de cultivo, 

não são apropriados para induzir a regeneração de parte aérea, a partir dos calos das três 

variedades botânicas estudadas.  

Os meios de cultivo testados não foram eficazes para obtenção de plantas 

haploides para a variedade cantalupensis de meloeiro a partir de calos de anteras.  
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