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RESUMO

O meloeiro (Cucumis melo L.) ¢ uma hortalica de grande importancia econdmica mundial. A
producdo de dihaploides ¢ uma alternativa promissora para reduzir o tempo de obten¢do de
linhagens homozigotas. No entanto, em meloeiro, a eficiéncia desse método ¢ baixa,
principalmente na etapa de regeneragao das plantas haploides. A cultura in vitro de 6vulos ¢
uma via para a obtencao desses haploides. Portanto, objetivou-se com este trabalho a obtengao
de plantas haploides de meloeiro por meio do cultivo in vitro de 6vulos. Ovulos das
variedades botanicas: inodorus; cantalupensis e reticulatus, foram excisados de flores com
ovarios nao polinizados, colhidas um dia antes da antese, a partir de plantas mantidas em casa
de vegetacdo. Na etapa de calogénese, os 6vulos foram colocados em meio MS + 1,0 uM de
6-benzilaminopurina (BAP) e 2,0 uM de acido naftalenoacético (ANA), por oito semanas, a
25 + 1 °C, inicialmente no escuro por uma semana ¢ posteriormente no claro, sob fotoperiodo
de 16 horas de luz. O delincamento foi inteiramente casualizado, sendo cada variedade
botanica um tratamento, com 15 repeti¢des de 10 tubos de ensaio (contendo dois évulos
cada). Aos 60 dias, foi avaliada a indugao de calos nos explantes. Para regeneracdo de parte
aérea, os calos das variedades inodorus e cantalupensis foram transferidos para o meio MS +
BAP, nas concentragdes: 0,0; 2,22, 4,44, 6,66 e 8,88 uM, por 60 dias, a 25 = 1 °C, sob
fotoperiodo de 16 horas de luz. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x5, sendo duas variedades botanicas e cinco meios de cultivo, com 10
repeticdes de cinco tubos cada (um calo por tubo). Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Nos estudos
histologicos, os calos formados a partir do cultivo in vitro de 6vulos foram fixadas em solugdo
de Karnovsky aos dias 0, 30 e 60 ap6s a inoculacdo em meio para a inducdo a calogénese e
aos 15, 30, 45 e 60 dias apds a inoculagdo em meios para a regeneragdo de parte aérea. Houve
diferenga significativa para a média de formag¢do de calos nas trés variedades botanicas
estudadas. A variedade inodorus foi a mais eficiente, produzindo calos em 60,65% dos 6vulos
avaliados, diferindo estatisticamente das variedades cantalupensis (37,65%) e reticulatus
(18,65%). Ja na fase de regeneracao de parte aérea, nao houve formagao de gemas nos meios
testados para as duas variedades. As analises histologicas mostraram presenca de amido e
formag¢do de vasos condutores, principalmente nos calos submetidos aos meios para
regeneracdo de parte aérea. Portanto, o protocolo utilizado ndo foi eficiente para obtengdo de
plantas haploides das trés variedades de meloeiro estudadas.

Palavras-chave: Cucumis melo L. Ginogénese. Linhagem pura.



ABSTRACT

The melon (Cucumis melo L.) is a vegetable of worldwide economic importance. The
production of dihaploids is a promising alternative to reduce the time to obtain homozygous
strains. However, in melon, the efficiency of this method is low, mainly in the stage of
regeneration of haploid plants. The in vitro culture of ovules is a way to obtain these haploids.
Therefore, the objective of this work was to obtain melon haploid plants by in vitro ovule
culture. Ovules of botanical varieties: inodorus, cantalupensis and reticulatus, were excised
from flowers with unpollinated ovaries, harvested one day before anthesis, from plants kept in
a greenhouse. In the calogenesis step, the ovules were placed in MS + 1.0 uM 6-
benzylaminopurine (BAP) and 2.0 uM naphthaleneacetic acid (NAA) for eight weeks at 25 +
1 ° C, initially in the dark for one week and later in the clear, under photoperiod of 16 hours of
light. The design was completely randomized, with each botanical variety being treated with
15 replicates of 10 test tubes (containing two eggs each). At 60 days, callus induction was
evaluated in the explants. For aerial part regeneration, calli inodorus and cantalupensis were
transferred to the MS + BAP medium at concentrations of: 0.00, 2.22, 4.44, 6.66 and 8.88 uM
for 60 days at 25 + 1 ° C, under a photoperiod of 16 hours of light. The experimental design
was completely randomized, in a 2x5 factorial scheme, with two botanical varieties and five
culture media, with 10 replicates of five tubes each (one callus per tube). The data were
submitted to analysis of variance and the means were compared by the Tukey test at 5%
probability. In the histological studies, calli formed from in vitro egg culture were fixed in
Karnovsky's solution at days 0, 30 and 60 after inoculation in medium for the induction of
calogenesis and at 15, 30, 45 and 60 days after inoculation in means for aerial part
regeneration. There was a significant difference for the average callus formation in the three
botanical varieties studied. The inodorus variety was the most efficient, producing calluses in
60.65% of the evaluated ovules, differing statistically from the cantalupensis (37.65%) and
reticulatus (18.65%) varieties. In the aerial part regeneration phase, there was no bud
formation in the media tested for the two varieties. Histological analysis showed presence of
starch and formation of conducting vessels, mainly in the callus submitted to the means for
aerial part regeneration. Therefore, the protocol used was not efficient to obtain haploid plants

of the three varieties of melon studied.

Keywords: Cucumis melo L . Gynogenesis. Pure lines.
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1 INTRODUCAO

A familia Cucurbitaceae inclui diversas espécies de grande valor econdmico, dentre
essas, 0 meloeiro (Cucumis melo L.). E uma das hortalicas de grande relevancia mundial,
atingindo, em 2016, uma producdo superior a 31 milhdes de toneladas, em mais de 1,24
milhdes de hectares colhidos (FAO, 2018). Nesse ano, o Brasil ocupou a 11* posicao,
contribuindo com apenas 2% da producdo mundial. Em 2017, a produgdo brasileira atingiu
mais de 540 mil toneladas do fruto, em uma area de 23 mil ha colhidos. A regido Nordeste
contribuiu com mais de 95% da producdo nacional, com destaque para os Estados do Ceara e
do Rio Grande do Norte, representando 79,6 % do percentual regional (IBGE, 2018).

Segundo a classificagdo taxondmica, a espécie Cucumis melo foi dividida em
dezesseis variedades botanicas (PITRAT; HANELT, HAMMER, 2000; PITRAT, 2008), sendo
que grande parte dos gendtipos produzidos comercialmente no pais, atualmente, pertence
apenas a trés variedades botanicas: Cucumis melo var. inodorus, Jacquin; Cucumis melo var.
cantalupensis, Naudin e Cucumis melo var. reticulatus Séringe.

Cultivares comerciais de meloeiro sdo, em sua maioria, hibridos F;. Para que a
producdo desses gendtipos seja bem sucedida, os parentais devem possuir alto grau de
homozigose (linhas puras) (YASHIRO et al., 2002). No entanto, usando técnicas
convencionais de melhoramento de plantas, como a auto-polinizagdo ou retrocruzamentos,
essa etapa pode durar mais de sete anos (YASHIRO et al., 2002), e, para outros autores,
podem ser necessarios de 10 a 12 anos para se obter linhas puras. Além disso, ndo € possivel
obter materiais 100% homozigotos, mesmo apds esses sucessivos avangos nas geragoes
(BAKTEMUR; TASKIN; BUYUKALACA, 2013).

Uma alternativa para contornar esse entrave ¢ a obten¢do de dihaploides, na qual dois
passos principais devem ser considerados: a inducdo do desenvolvimento de haploides
(monoploides) e a posterior duplicacio dos cromossomos desses individuos haploides
(SEGUI-SIMARRO; NUEZ, 2008). A probabilidade de plantas haploides serem geradas in
vivo sem que ocorra fusdo dos gametas ¢ muito baixa, variando de acordo com a espécie. Em
meloeiro, a taxa varia em torno de 2% (LOFTI et al., 2003). Entretanto, in vitro ¢ possivel
obter linhas puras (completamente homozigotas) em um ano e depois proceder a duplicagao
de seu numero cromossdomico com uso de colchicina (BAKTEMUR; TASKIN;
BUYUKALACA, 2013).

Porém, para a aplicacdo dessas tecnologias, ¢ de fundamental importancia o

desenvolvimento de métodos eficientes de regeneracdo de plantas, por meio da cultura de
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tecidos (DANG; WEI, 2009).

Desse modo, a cultura in vitro de 6vulos ¢ uma das alternativas para a obtengdo de
plantas de meloeiro haploides. Linhagens de dihaploides produzidas a partir da cultura de
ovulos sdo obtidas em menor tempo e apresentam maior variabilidade do que as obtidas pela
autopolinizacdo (PLAPUNG, 2014). Diante disso, o objetivo deste trabalho ¢ a obtencdo de

plantas haploides de meloeiro por meio do cultivo in vitro de dvulos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter plantas haploides de meloeiro por meio do cultivo in vitro de 6vulos.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a inducdo de calos em 6vulos de trés variedades botanicas de meloeiro.

2. Testar diferentes concentracdes de BAP na regeneragdo in vitro de parte aérea em
calos obtidos a partir do cultivo de 6vulos de meloeiro.

3. Caracterizar o desenvolvimento dos calos a partir do cultivo in vitro de 6vulos de

meloeiro, por meio de analises histologicas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O meloeiro
3.1.1 Aspectos Botinicos

A familia Cucurbitaceae inclui diversas hortaligas de grande valor econdmico, como
pepino (Cucumis sativus var. Sativus L.), meldo (Cucumis melo L.), abdbora (Cucurbita
moschata Duchesne ex Poir.), abobrinha (Cucurbita pepo L.), melancia (Citrullus lanatus
(Thunb.) Matsum. & Nakai), moranga (Cucurbita maxima Duch. ex Lam.) e outras espécies,
cultivadas em todo o mundo (DONG et al., 2016). Dentre essas, o meldo destaca-se como
uma das principais cucurbitdceas de importancia econdmica cultivadas no Brasil (LOPES;
CARVALHO; PESSOAL, 2003).

De acordo com a classificagdo taxonomica, a espécie Cucumis melo L. foi dividida em
dezesseis variedades botanicas, seis pertencentes a subsp. agrestis (conomon, makuwa,
chinensis, momordica, tibish e acidulus) e 10 a subsp. melo (cantalupensis, reticulatus,
adana, chandalak, ameri, inodorus, flexuosus, chafe, dudaim e chito) (PITRAT; HANELT;
HAMMER, 2000; PITRAT, 2013). A maior parte dos gendtipos produzidos comercialmente
no pais pertence a trés variedades botanicas: 1) Cucumis melo var. inodorus, Jacquin:
andromonoicas, com frutos variando de redondo a eliptico, sendo, na maioria das vezes
pontudo na regido do pedinculo, possui casca muitas vezes enrugada, branca, verde escura ou
amarela, com coloragdo uniforme ou com manchas, com ou sem costelas, polpa de coloragao
branca e doce, sem aroma (inodoros) e nao climatéricos (PITRAT et al., 2000; PITRAT 2008,
2013); 2) Cucumis melo var. cantalupensis, Naudin: andromonoicas ou monoicas, com frutos
doces, aromadticos e climatéricos, que se desprendem do pedinculo quando maduros. Além
disso, possuem baixa resisténcia ao transporte e reduzida vida pos-colheita. Com presenca de
costelas (suturas ou gomos) proeminentes no sentido longitudinal, o Charentais ¢ o principal
representante dessa variedade botanica produzida no Brasil (MUNGER; ROBINSON, 1991;
ROBINSON; DECKER-WALTERS, 1997; PITRAT et al., 2000; PITRAT 2008) e 3) Cucumis
melo var. reticulatus Séringe: sdo andromonoicas, possuem frutos climatéricos e aromaticos,
com sabor doce, formato redondo ou ligeiramente oval, casca reticulada com ou sem costelas
e cor variando de amarela a verde escura, polpa de coloragdo laranja (as vezes verde)
(PITRAT et al., 2000; PITRAT 2008, 2013).

Os grupos sdo divididos comercialmente em tipos (Figura 1). Os tipos sdo considerados

um grupo de cultivares ou de hibridos que apresentam uma ou mais caracteristicas
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semelhantes, facilmente identificaveis e diferenciadas dos demais, como a aparéncia da casca
(cor quando maduro, presenca ou auséncia de suturas, cicatrizes, reticulacdo ou
rendilhamento), cor da polpa, formato do fruto, entre outros (MENEZES et al., 2000). Os
tipos mais comercializados no Brasil sdo: Amarelo, Pele de Sapo e Honey Dew (pertencentes
a variedade inodorus); Cantaloupe e Galia (pertencentes a variedade reticulatus) e Charentais

(pertencentes a variedade cantaloupensis).

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

HONEYDEW

PELE DE SAPO

AMARELO

CHARENTAIS

CANTALOUPE

Fonte: ARAGAO (2011).

3.1.2 Aspectos economicos

O melao (Cucumis melo L.) é uma hortalica de grande relevancia mundial. Em 2016,
atingiu uma produgao superior a 31 milhdes de toneladas em mais de 1,24 milhdes de hectares
colhidos (FAO, 2018). Os maiores produtores, neste ano, com cerca de 68% do total
produzido foram China, Turquia, Ird, Egito e India. O Brasil contribuiu com menos de 2%,
ocupando a 11? posi¢ao. Em 2017, a producao brasileira alcangcou mais de 540 mil toneladas

do fruto, em uma area de 23 mil ha colhidos, e o Nordeste contribuiu com mais de 95% da
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producdo nacional, com os Estados do Ceard e do Rio Grande do Norte destacando-se como
os maiores produtores nacionais, contribuindo com 79,6 % do percentual regional (IBGE,
2018). Nessas regides, as condigdes climaticas, principalmente luminosidade, temperatura e
umidade relativa do ar, sdo altamente favoraveis ao cultivo dessa espécie (SILVA et al., 2005).

Quanto as exportacdes, em 2017, mais de 43% (233,6 toneladas) do total produzido foi
destinado ao mercado externo, gerando mais de 160 milhdes de dodlares. Os principais
destinos foram Holanda (95,4 mil toneladas/US$ 67 milhdes), Reino Unido (60,3 mil
toneladas/US$43,9 milhdes) e Espanha (56,1mil toneladas/US$ 37,1 milhdes). No primeiro
semestre de 2018 houve uma reducdo (4%) das exportagdes, entretanto, o valor gerado pelas
exportacdes teve um aumento de 12,5 % em relagdo ao mesmo periodo de 2017 (MDIC,

2018).

3.2 Melhoramento genético

A obtencdo de hibridos é uma técnica utilizada para aumentar a produtividade das
culturas. Para obter um hibrido ¢ necessario realizar cruzamentos entre linhagens puras com
caracteristicas contrastantes. Nesse contexto, as linhas homozigotas sdo fundamentais para os
programas de melhoramento de plantas. Entretanto, essa etapa requer uma quantidade
consideravel de tempo e recursos para gerar linhagens homozigotas, por conta de sucessivas
geracdes de autofecundacdo e sele¢do utilizadas nos programas de melhoramento
convencional (DONG et al., 2016). Em meloeiro, essa fase pode durar mais de 10 anos em
regides onde a cultura s6 avanga um ciclo por ano. Além disso, ndo ¢ possivel obter materiais
100% homozigotos, mesmo apos sucessivos avancos nas geragoes (BAKTEMUR; TASKIN;
BUYUKALACA, 2013).

3.3 Técnica de dihaploidizacao

3.3.1 Importincia

Uma alternativa para reduzir o tempo, os custos e obter linhagens 100% homozigotas
em apenas um ciclo ¢ a producdo de dihaploides. Para obter um dihaploide, dois passos sdo
necessarios: a inducao do desenvolvimento de haploides (monoploides) e a duplicacao dos
cromossomos desses individuos haploides (SEGUI-SIMARRO; NUEZ, 2008).

A duplicagdo de cromossomos por meio do uso de colchicina € necessaria para obtencao

de dihaploides em cucurbiticeas, tendo em vista que em espécies dessa familia raramente
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ocorre a duplicacao cromossomica de forma natural (DRYANOVSKA, 1985).
3.3.2 Métodos de obtencdo de plantas haploides

Plantas haploides de qualquer espécie t€ém metade do nimero normal de cromossomos
(DONG et al., 2016). As técnicas mais utilizadas para obtencdo de haploides em
cucurbitaceas sdo: polinizagdo com poélen irradiado (SAUTON; DUMAS VAULX, 1987,
BAKTEMUR et al., 2014; KOSMRLJ; KASTELEC; BOHANEC, 2014; GALAZKA;
SLOMNICKA, 2015; KOUAKOU et al., 2015); cultura in vitro de évulo e ovario (MALIK et
al., 2011; GODBOLE; MURTHY, 2012; KOLI; MURTHY, 2013; LI et al., 2013; PLAPUNG
et al., 2014) e cultura in vitro de grao de podlen e da antera (SUPRUNOVA; SHMYKOVA,
2008; HAMIDVAND et al., 2013; USMAN et al., 2015; ABDOLLAHI et al., 2016).

A escolha do método para a produgao de plantas haploides depende em grande parte da
resposta especifica da espécie para cada método. No cultivo in vitro, Dong et al. (2016)
mencionam alguns fatores que afetam diretamente a ginogénese, tais como: gendtipo da
planta doadora, pré tratamentos (baixas e altas temperaturas), estdgio de desenvolvimento do
gametofilo feminino, concentracdo e tipo de reguladores de crescimento adicionados ao meio
de cultivo, composi¢ao do meio de cultivo, etc.

Em meloeiro, a técnica de fertilizagdo do 6vulo 4com pdlen irradiado € a que apresenta
maior eficiéncia e foi usada pela primeira vez em 1987, ela consiste na germinagdo do pdlen
no estigma e o crescimento do tubo polinico dentro do estilo sem haver fertilizagdo do 6vulo
pelo poélen irradiado (SAUTON; DUMAS de VAULX, 1987; MUROVEC; BOHANEC,
2012). Nesta técnica, alguns fatores, tais como: fonte e dose de radiacdo e protocolo de
polinizagdo podem influenciar o grau de sucesso alcancado na partenogénese haploide.
Contudo, a obtengdo de plantas haploides por meio desta técnica ndo € uma pratica viavel em
muitos laboratdrios de pesquisa, devido a indisponibilidade de instalagcdes especificas de
radiacdo e os riscos envolvidos na utilizacdo dessa pratica. Diante disso, a realizacdo da

cultivo in vitro de ovario e 6vulos € uma alternativa viavel.

3.4 Cultura de tecidos vegetais

3.4.1 Importincia

A cultura in vitro de tecidos vegetais ¢ uma técnica que vem sendo bastante utilizada
como ferramenta auxiliar nos programas de melhoramento genético (ANDRADE, 2002). Ela
foi introduzida no inicio do século vinte (HABERLANDT, 1902), e pode ser definida como o
processo de cultivo de segmentos de tecidos vegetais (explantes) em meios de cultura estéreis

e especificos, com o objetivo de regenerar uma nova planta in vitro, que serd idéntica a planta
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doadora do explante. Diferentes tecidos podem ser usados como explantes, como: fragmentos
de hastes e folhas, anteras, raizes, gemas axilares ou apicais e etc. (TORRES et al., 2000).

A produgdo de plantas haploides por meio de técnicas de cultivo in vitro permite aos
melhoristas obterem novas linhagens homozigotas em menor tempo e rastrearem com maior
eficiéncia gendtipos com resisténcia a doengas. O foco principal da pesquisa com haploides ¢
a obtencdo de plantas dihaploides que contenham genes de interesse para os programas de
melhoramento. O desenvolvimento de técnicas in vitro, para a producdo haploide em
cucurbitaceas, representa um avango relativamente recente, nos campos da biotecnologia e
reproducgao de plantas (DONG et al., 2016).

3.4.2 Ginogénese in vitro em meloeiro

A ginogénese tem sido uma fonte alternativa para a produgdo de plantas haploides em
muitas espécies da familia das cucurbiticeas, em especial para pepino (GEMES-JUHASZ et
al., 2002; SUPRUNOVA; SHMYKOVA, 2008; DIAO et al., 2009; LI et al., 2013;
MOQBELI et al., 2013; PLAPUNG et al., 2014; TANTASAWA et al., 2015) e abdbora
(METWALLY et al., 1998; XIE et al., 2006; SHALABY, 2007). Entretanto, sdo poucos os
trabalhos que tratam da cultura in vitro de 6vulos e ovarios nao fertilizados em meloeiro
(FICCADENTI et al., 1999; LOFTI et al., 2003; MALIK et al., 2011; KOLI; MURTHY,
2013).

O primeiro relato, foi o de Ficcadenti et al. (1999). Esses autores estudaram as
variedades botanicas inodorus e reticulatus e seus hibridos, obtendo um total de 82 embrides
ginogénicos, que resultaram em plantas haploides (15,4%), diploides (23,1%) e mixoploides
(61,5%), por meio da analise cromossomica.

Lofti ef al. (2003) compararam as técnicas de cultivo in vitro de segmentos de ovario,
com o uso de polen irradiado na producao de plantas haploides. Esses autores observaram
regeneracdo de mudas apenas na cv. Khatooni, cuja ploidia ndo foi determinada. Com base
nos resultados obtidos, esses autores concluiram que o cultivo in vitro de ovarios ¢ menos
eficiente do que a técnica de embrides partenogenéticos, na obtengdo de plantas haploides,
além de apresentar maior especificidade genotipica.

Malik et al. (2011) desenvolveram protocolo de inducdo de embriogénese somatica a
partir da cultura in vitro de ovarios ndo fertilizados, aumentando consideravelmente a
eficiéncia da técnica e reduzindo o tempo necessario para identificagdo da ploidia das plantas
regeneradas.

Koli e Murthy (2013) propuseram protocolo para a produ¢do de haploides e dihaploides,

para a variedade conomon cv. Mudicode, utilizando 6vulos nao polinizados de flores colhidas
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um dia antes da antese. Nesse trabalho, mais de 90% dos calos formados regeneraram parte

aérea, ¢ a ploidia das plantas foi confirmada ap6s analises citologicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal e condi¢des de cultivo

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa
Agroindustria Tropical (CNPAT), em Fortaleza, Ceard, e desenvolvido de marcgo a agosto de
2018.

Foram utilizados como explantes évulos obtidos de flores (femininas e hermafroditas).
Essas flores possuiam os ovarios ndo polinizados, e foram colhidas um dia antes da antese
(Figura 2), de plantas das trés variedades botanicas de meloeiro: Cucumis melo var. inodorus,
Jacquin; Cucumis melo var. cantalupensis, Naudin e Cucumis melo var. reticulatus Séringe.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetagao.

Figura 2. A) Flor feminina de meloeiro (Cucumis melo L.) da variedade botanica
cantalupensis, com ovario ndo polinizado um dia antes da antese. B) Flor em corte
longitudinal visualizada em microscopio estereoscopio. C) Ovulos retirados do ovario. D)
Detalhe do 6vulo (explante). Barra: Ae B: 5 mm, C e D: I mm.

Fonte: elaborada pela autora.
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O meio de cultivo bésico utilizado foi o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g L' de sacarose e solidificado com 4gar (Gelzan®) a 1,8 g L™. O pH
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que foi realizada a 121°C, por 15 minutos. Os
tubos de ensaio contendo os explantes foram mantidos em sala de crescimento, a 25 + 1°C,
permanecendo no escuro por um periodo de sete dias (para a fase de inducdo de calos).
Posteriormente, os explantes foram transferidos para fotoperiodo de 16 horas de luz e

intensidade luminosa de 30 pmol m™?s™.

4.1.1 Fase de inducdo de calos

Para esta fase, o meio de cultivo basico utilizado foi o MS adicionado de 1,0 uM de 6—
benzilaminopurina (BAP) e 2,0 uM de acido naftalenoacético (ANA) de acordo com o
protocolo utilizado por Koli & Murthy (2013).

Em capela de fluxo laminar, as flores foram desinfestadas em solugdo de alcool 70%
por 1 minuto, a seguir em solug¢do de hipoclorito de sédio (cloro ativo 0,1%) por 7,5 minutos
e, posterirormente, trés enxagues com agua destilada autoclavada, de 1 minuto cada. Os
ovulos individuais foram isolados dos ovarios com o auxilio de pingcas e bisturis, sob
microscopio estereoscopio Nova XTS - 30. Dois 6vulos foram inoculados por tudo de ensaio
com 150 x 25 mm, contendo 20,0 mL de meio de cultivo.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Foram utilizadas
15 repetigdes formadas por 10 tubos de ensaio contendo dois explantes cada (totalizando
20/repeticao e 300 ovulos/tratamento), para cada tratamento, que consistiu em cada variedade
botanica: inodorus, cantalupensis e reticulatus, totalizando trés tratamentos. Aos 60 dias foi
registrado o nimero de 6vulos que desenvolveram calos. Os dados foram submetidos ao teste
de normalidade, efetuando-se quando necessarias, as devidas transformagdes (Box-Cox).
Posteriormente, os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias,

dentro de cada tratamento, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.1.2 Fase de regeneracdo de parte aérea

Oito semanas ap0Os a primeira fase, os calos das variedades botanicas inodorus e
cantalupensis foram transferidos para os meios: T1) MS sem regulador de crescimento; T2)
MS + 2,22 uM de BAP; T3) MS + 4,44 uM de BAP; T4) MS + 6,66 uM de BAP; T5) MS +
8,88 uM de BAP, para a regeneracdo de parte aérea. Os meios foram baseados no trabalho de

Koli e Murty (2013).
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A variedade reticulatus nao foi utilizada nesta etapa, devido a taxa de formagdo de
calos ter sido insuficiente na fase anterior. Este fato impossibilitou a inclusdo desta variedade

no experimento realizado para regeneragao de parte aérea.

As culturas foram mantidas por 60 dias em sala de crescimento, a 25 + 1°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 5, sendo duas variedades botanicas e cinco meios de
cultivo. Foram testados 10 tratamentos, com 10 repeti¢des de cinco tubos de ensaio contendo

um calo cada, totalizando 50 calos/tratamento/variedade.
4.2 Microscopia optica (MO)

Os estudos foram realizados no Laboratorio de Biologia Celular Vegetal da
Universidade Federal do Cear4, em Fortaleza, Ceard, no periodo de junho a novembro de

2018.

Para os estudos histologicos, calos formados a partir do cultivo in vitro de dvulos das
variedades botanicas de meloeiro: inodorus, reticulatus e cantalupensis foram coletados aos
dias 0, 30 e 60 apos a inoculagdo em meio para a fase de inducdo a calogénese e aos 15, 30,
45 e 60 dias apos a inoculagdo em meios para a fase de regeneracdo de parte aérea nas
variedades cantalupensis e inodorus. As amostras (duas por tratamento) foram fixadas em
solugdo de Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2,5% em tampao
fosfato, pH 7,2) (KARNOVSKY, 1965) e permaneceram acondicionadas em geladeira até o

processamento.

Apos esse periodo, as amostras foram desidratadas em série etilica crescente (60, 70,
80, 90 e 100%), por uma hora cada e incluidas em historresina (LEICA®). Para montagem
das laminas, cortes de 6 pm foram obtidos em micrétomo rotativo de avango semi-automatico
(CUTS5062, Slee Mainz). Os cortes de cada amostra foram corados por coloracdo especifica:
a) azul de toluidina (AT) a 0,025% pH 4,0 para deteccdo de radicais anidnicos, € b)
submetidos a reagdo do 4acido periddico-Schiff (PAS), para auxiliar na deteccdo de
polissacarideos neutros (glicogénio, amido e celulose) e de radicais glicidicos de
glicoproteinas. Por fim, os cortes foram visualizadas em microscopio OLYMPUS BX41,
fotografadas com camera digital modelo OLYMPUS UC30 e as imagens foram obtidas

utilizando o software “cellSens”.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Inducao de calos

Houve diferenga significativa para formacdo de calos entre as trés variedades
botanicas de meloeiro estudadas (Tabela 1). A variedade inodorus foi a mais eficiente,
produzindo calos em 60,65% dos 6vulos avaliados, diferindo estatisticamente das variedades
cantalupensis (37,65%) e reticulatus (18,65%), que também apresentaram diferengas
significativas entre si (Figura 3). Ao utilizar o mesmo meio de cultivo em 6vulos da var.
conomon cv. Mudicode, Koli & Murthy (2013) obtiveram calogénese em mais de 90% dos
explantes. Tal variacdo pode ser explicada pela influéncia direta que o genotipo exerce na

ginogénese (DONG et al., 2016).

Tabela 1. Porcentagem de indugdo de calogénese (IC) em trés variedades
botanicas de meloeiro (Cucumis melo L.), apds 60 dias de cultivo in vitro em

meio de cultura MS adicionado de 1,0 uM de BAP + 2,0 uM de ANA.

Variedade botanica IC (%)1
Cucumis melo var. inodorus 60,65a
Cucumis melo var. cantalupensis 37,65b
Cucumis melo var. reticulatus 18,65 ¢
CV% 32.74

1 71 . ~ . N N N
/Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente

segundo o teste de Tukey (P<0,05).

Figura 3. Calos obtidos a partir de ovulos de trés variedades botanicas de meloeiro
(Cucumis melo L.), aos 60 dias de cultivo in vitro em meio MS adicionado de 1,0
uM de BAP + 2,0 uM de ANA. A) inodorus B) cantalupensis e C) reticulatus. Barra:
10 mm.

Fonte: elaborada pela autora.
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Plapung (2014), ao investigar o efeito de reguladores de crescimento na calogénese de
ovulos de pepino (Cucumis sativus), verificou respostas divergentes entre as variedades
botanicas testadas, corroborando com o presente estudo, onde cada variedade botanica se
comportou de maneira especifica na indugdo de calos a partir de 6vulos. Além disso, o estagio
de desenvolvimento do gametdfito feminino € outro fator relacionado a recuperacdo bem-
sucedida de haploides e dihaploides na cultura de o6vulos e ovarios (DONG et al., 2016).
Nesse contexto, ¢ possivel que o desenvolvimento dos 6vulos ocorra de maneira diferente
entre as variedades testadas, sendo os 6vulos da variedade reticulatus mais imaturos quando

foram submetidos ao meio para indugao de calos (Figura 4).

Figura 4. Corte histologico de segmento de ovario de meloeiro (Cucumis melo
L.), evidenciando os 6vulos imaturos, antes da indugdo a calogénese in vitro na

variedade botanica reticulatus sob
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Fonte: elaborada pela autora.

Comportamento semelhante tem sido detectado em varios trabalhos com meloeiro,
indicando a necessidade do desenvolvimento de protocolos de regeneracdo especificos para

cada cultivar, visando a otimizacao da resposta in vitro (Gray et al., 1993).

5.2 Regeneracao de parte aérea

Nao foi observada formagao de parte aérea para nenhum dos tratamentos testados nas

variedades botanicas cantalupensis e inodorus de meloeiro (Figura 5).
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Figura 5. Calos das variedades botanicas inodorus e cantalupensis ap6s 60 dias de cultivo em
meios para regeneracao de parte aérea. T1) MS sem regulador de crescimento; T2) MS + 2,22
uM de BAP; T3) MS + 4,44 uM de BAP; T4) MS + 6,66 uM de BAP; TS5) MS + 8,88 uM de
BAP. Barra: 10mm.

CANTALUPENSIS

INODORUS

Fonte: elaborada pela autora.

Em meloeiro, Koli & Murthy (2013) ao utilizarem BAP na concentragdo de 5 uM
obtiveram mais de 90% de formagao de parte aérea para a cultivar Mudicode da variedade
botanica conomon. Malik et al. (2011), estudaram a regeneracdo de plantas haploides em
segmentos de ovario, alcangando resultados satisfatorios em meio MS suplementado com
2,66 uM de BAP, com uma taxa de regeneragdo superior a 22,5%. Ja Ficcadenti ef al. (1999),
obtiveram maior eficiéncia de regeneracao de plantas haploides a partir de ovarios cultivados
em meio MS suplementado com 0,27 uM de ANA ¢ 0,88 uM de BAP.

A regeneracdo indireta de plantas in vitro € baseada no equilibrio entre duas classes
principais de fitorreguladores, citocinina e auxina, e na qualidade das fontes de explantes
durante o desenvolvimento da planta (TEKDAL; CETINER, 2013). Este balanco hormonal ¢
muito peculiar sendo influenciado por véarios fatores, como espécie, variedade, tipo de
explante, meio de cultivo, etc (SILVA et al., 2012). Mukhambetzhanov (1997) relatou que
concentragdes altas de reguladores de crescimento estimulam a formacao de calos a partir de
tecidos somaticos, e inibem a formagdo de elementos haploides do saco embrionario. Panaia
et al. (2004) relatam que a composi¢do dos nutrientes, presentes nos meios de cultivo,
desempenha um papel importante na cultura in vitro de gametéfitos femininos nao

fertilizados. Além disso, esses autores mencionam que a citocinina (BAP) ¢ geralmente
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incorporada em meios de cultivo para estimular a divisdo celular e diferenciagdo de brotacdes
adventicias de calos e 6rgaos.

A incorporagdo de BAP em baixos niveis foi aplicada com sucesso em alguns estudos,
para a maturagdo embriondria e, em ultima andlise, para a regeneragao de mudas, focados na
obtencdo de plantas haploides através da ginogénese in vitro de meloeiro (FICCADENTTI et
al., 1999; MALIK et al., 2011; KOLI; MURTHY, 2013) e em outras espécies como pepino
(GEMES JUHASZ et al., 2002).

Protocolos para obtencao de plantas haploides a partir do cultivo in vitro de dvulos
tem incluido estudos sobre o estagio de desenvolvimento do saco embrionario, composi¢ao do
meio e pré-tratamento com temperatura (CHAMBONNET,; DUMAS de VAULX, 1985;
METWALLY et al., 1998; GEMES JUHASZ et al., 2002).

5.3 Microscopia optica

O corante PAS revelou a presenca de polissacarideos no citoplasma das células, e apos
teste positivo com o lugol, foi confirmada a presen¢a de amido nos 6vulos, antes de serem
submetidos ao meio para indugdo in vitro de calos. Com o azul de toluidina foi possivel

observar as células de tamanho reduzido e a presenca do nucleo (Figura 6).
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Figura 6. Ovulos excisados de ovarios ndo fecundados, um dia antes da antese, de
trés variedades botanicas de meloeiro (Cucumis melo L.): A) e D) cantalupensis; B) e
E) inodorus; C) e F) reticulatus, antes da inducdo a formacdo de calos sob
microscopia de luz. Am: amido.
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Fonte: elaborada pela autora.

Aos 30 dias de inoculagdo in vitro, ja foi possivel verificar a formagdo de calos nos
ovulos que foram inoculados no meio de cultivo MS adicionado de 1,0 uM de BAP + 2,0 uM
de ANA (Figura 7A; 7B e 7C). Foram observadas células indiferenciadas, com grandes
vacuolos e nucleos pequenos na maior parte dos calos, porém também foram registradas
regides com células menores e ndcleos grandes e que, provavelmente, estdo em divisao

celular (Figura 7).
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Figura 7. Calos formados em ovulos (7A; 7B e 7C) e 60 dias (7D, 7E e 7F) de trés
variedades botanicas de meloeiro (Cucumis melo L.): A) e D) cantalupensis; B) e E)
inodorus; C) e F) reticulatus, aos 30 dias de cultivo in vitro sob microscopia de luz.
Vc: vasos condutores.
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Fonte: elaborada pela autora.

Foi observado metacromasia (processo que consiste na obtencdo de uma coloracao
diferente do corante utilizado) com o corante azul de toluidina, principalmente nos calos
submetidos aos meios de cultivo MS adicionados apenas de BAP, para regeneragdo de parte
aérea (Figuras 8 € 9), onde os vasos condutores apresentaram coloracao verde claro, enquanto
que as outras estruturas apresentaram coloragdo azul escura, caracteristica do corante

utilizado.



Figura 8. Calos formados aos 30 dias (8A; 8B; 8C; 8D e 8E) e aos 60
dias (8F; 8G; 8H; 81 e 8J) na variedade botanica cantalupensis de
meloeiro (Cucumis melo L.) em meios para regeneracdo de parte aérea,
sob microscopia de luz. T1) MS sem regulador de crescimento; T2) MS
+ 2,22 uM de BAP; T3) MS + 4,44 uM de BAP; T4) MS + 6,66 uM de
BAP; T5) MS + 8,88 uM de BAP. Vc: vasos condutores.

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 9. Calos formados aos 30 dias (8A; 8B; 8C; 8D e 8E) e aos 60
dias (8F; 8G; 8H; 8I e 8J) na variedade botanica inodorus de meloeiro
(Cucumis melo L.) em meios para regeneracdo de parte aérea, sob
microscopia de luz. T1) MS sem regulador de crescimento; T2) MS +
2,22 uM de BAP; T3) MS + 4,44 uM de BAP; T4) MS + 6,66 uM de
BAP; T5) MS + 8,88 uM de BAP. Vc: vasos condutores.
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Fonte: elaborada pela autora.
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De uma forma geral, os calos apresentaram células indiferenciadas (exceto nos vasos
condutores) com grandes vacuolos e nticleos pequenos. Além disso, os calos submetidos aos
meios para regeneracdo de parte aérea apresentaram mais areas com vasos condutores,

evidenciadas pelo corante azul de toluidina.
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6 CONCLUSAO

Os meios testados ndo foram eficientes para obtengdo de plantas haploides das trés
variedades de meloeiro a partir de calos de 6vulos.

A resposta a calogénese € particular para cada uma das trés variedades botanicas.

Os tratamentos testados nao sao apropriados para induzir a regeneragao de parte aérea,
a partir dos calos das variedades botanicas cantalupensis e inodorus.

As andlises histologicas, por meio da microscopia Optica, permitiram identificar

diferencas anatdmicas entre os calos nas duas fases.
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