)\ I

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR
CURSO DE BIOTECNOLOGIA

FRANCISCO BRUNO SILVA FREIRE

GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES E INDUCAO DE ORGANOGENESE EM
MELOEIRO

FORTALEZA
2017



FRANCISCO BRUNO SILVA FREIRE

GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES E INDUCAO DE ORGANOGENESE EM
MELOEIRO

Monografia apresentada ao Curso de
Biotecnologia do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial para obten¢do do Titulo de
Bacharel em Biotecnologia.

Orientadora: Ana Cristina Portugal Pinto de
Carvalho
Co-orientadora: Cristina Paiva da Silveira
Carvalho

FORTALEZA
2017



FRANCISCO BRUNO SILVA FREIRE

GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES E INDUCAO DE ORGANOGENESE EM
MELOEIRO

Monografia apresentada ao Curso de
Biotecnologia  do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial para obtencdo do Titulo de
Bacharel em Biotecnologia.

Aprovada em / /

BANCA EXAMINADORA

Dra. Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho
Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT)

Profa. Dra. Cristina Paiva da Silveira Carvalho

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Maria Raquel Alcintara de Miranda

Universidade Federal do Ceara (UFC)

FORTALEZA
2017



Aos meus pais, Francisco e Marluce.

A minha familia e amigos.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, que sempre me ajudou e me apoiou em alcangar meus objetivos.

A Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho, por me receber, me instruir € me

acompanhar por todo o percurso, além de ser mentora para o meu aprendizado.

A Profa. Dra. Cristina Paiva da Silveira Carvalho, por me receber em seu
laboratério no inicio de minha formag¢do e me ensinar muito do que sei sobre processos

laboratoriais e cultura de tecidos de plantas.

Aos professores do curso de Biotecnologia, que participaram ativamente da

minha formag¢do académica e profissional.

Ao secretdrio do curso de Biotecnologia, Gilmar Ferreira, por ser a pessoa mais

prestativa e solicita que eu ja conheci.

A Universidade Federal do Ceard, por me conceder recursos e a oportunidade de

desenvolvimento pessoal.
A todos meus amigos, pelos momentos de auxilio e diversao.
Aos meus colegas de curso, pelo companheirismo e amizade.

A minha amada Eva Morais, por estar comigo desde o inicio de nosso caminho na

formacdo académica, me ajudando nos momentos mais dificeis.
A Embrapa Agroindstria Tropical, pela oportunidade de estdgio e aprendizado.
A Arlene Santisteban Campos, por me ajudar com toda a andlise estatistica.

Aos colegas de laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa

Agroindustria Tropical, pela amizade, carinho e imenso auxilio.



RESUMO

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma planta de grande interesse econdmico, cultivada
em regides tropicais e subtropicais em vérios paises, inclusive no Brasil. Em funcio do clima,
o Nordeste é a regido maior produtora de meldo do Brasil. A organogénese é uma via
morfogenética muito utilizada como técnica na cultura de tecidos vegetais por proporcionar
vantagens como a elevada taxa de multiplicagdo de clones, producdo em larga escala de
mudas e propagacdo de plantas elite desenvolvidas através de programas de melhoramento
genético. Visando a regeneracdo de plantas de meloeiro, o presente trabalho teve como
objetivo o desenvolvimento de um protocolo de germinacao in vitro de sementes de meloeiro
do tipo Cantaloupe e a determinacdo da concentracdo ideal de reguladores de crescimento
para inducdo de organogénese em explantes cotiledonares dos tipos Pele de Sapo e
Cantaloupe. Para a germinacgdo in vitro, as sementes do tipo Cantaloupe foram submetidas a
dez tratamentos de pré-germinacdo com a embebicdo da semente em dagua destilada
autoclavada por diferentes intervalos de tempo e a remoc¢do ou ndo do tegumento. Para a
inducdo da organogénese foram utilizados segmentos de cotilédones com 12 dias de idade
dos dois tipos de meloeiro em meio de cultura MS contendo diferentes concentracdes de 6-
benzilaminopurina (BAP). Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). O melhor tratamento de pré-
germinagdo foi obtido com a remog¢do do tegumento, resultando em 100% de germinagao,
trés dias apds a inoculacdo in vitro das sementes de meloeiro tipo Cantaloupe. Esses
resultados indicam que o tegumento retarda a germinacgdo in vitro das sementes pela pouca
permeabilidade a dgua. Na inducdo de organogénese houve a formacgdo de calos, gemas e
brotos adventicios no tipo Cantaloupe e apenas calos € gemas adventicias no Pele de Sapo. A
melhor concentracdo de regulador de crescimento para o desenvolvimento de calos e gemas
adventicias foi 3,0 mg L'! de BAP com média de massa fresca de 3,7 g de calos por explante
e 88% dos explantes formando gemas e brotos adventicios, no tipo Cantaloupe e para o Pele
de Sapo apenas quanto a formagdo de calos com 1,8 g de média de massa fresca. O tipo Pele
de Sapo ndo mostrou resultados conclusivos quanto a indug¢do de gemas adventicias. A
inducdo da organogénese em meloeiro é dependente da concentragdo do regulador de

crescimento BAP e, principalmente, do genétipo.

Palavras-chave: Germinacao; Morfogénese; Cucumis melo; Cotilédone;



ABSTRACT

The melon (Cucumis melo L.) is a plant with great economic interest, cultivated in
tropical and subtropical regions in several countries, including Brazil. Due to the climate, the
Northeast is the most melon producing region in Brazil. Organogenesis is a morphogenetic
pathway widely used as a technique in plant tissue culture because it provides advantages
such as high clone multiplication rate, large-scale plantlets production and reproduction of
elite plants developed through genetic improvement programs. Aiming the complete
regeneration of melon plants, the present work has the objective of developing a protocol for
in vitro germination protocol of Cantaloupe type melon seeds and the determination of the
ideal concentration of growth regulators for induction of organogenesis in cotyledonary
explants of the melon types Pele de Sapo and Cantaloupe. For the in vifro germination, the
Cantaloupe seeds were submitted to ten pre-germination treatments such as seed soaking in
autoclaved distilled water by different time intervals and the removal or not of the tegument.
For the induction of organogenesis, 12-day old cotyledon segments of the two types of melon
were used in MS culture medium containing different concentrations of 6-benzylaminopurine
(BAP). The data were submitted to an analysis of variance (ANOVA) and the means
compared by the Scott-Knott test (p <0.05). The best pre-germination treatment was obtained
with the tegument removal, resulting in 100% germination, three days after in vitro
inoculation of the seeds of melon type Cantaloupe. These results indicate that the tegument
retards the in vitro germination of the seeds due to poor permeability to water. In the
induction of organogenesis occurred the formation of calluses, buds and adventitious shoots
in the Cantaloupe type, and only calluses and adventitious buds in Pele de Sapo. The best
concentration of growth regulator for the development of calluses and adventitious buds was
3.0 mg L' of BAP with fresh weight average of 3.7 g of calli per explant and 88% of
explants forming buds and adventitious shoots, in the type Cantaloupe and for the Pele de
Sapo just about callus formation with 1.8 g of fresh mass average. The type Pele de Sapo did
not show conclusive results regarding the induction of adventitious buds. The induction of
organogenesis in melon is dependent of the concentration of the growth regulator BAP and,

mainly, the genotype.

Keywords: Germination; Morphogenesis; Cucumis melo; Cotyledon
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1. INTRODUCAO

1.1 Familia Cucurbitaceae

As cucurbiticeas sao plantas dicotiledoneas que podem ser dioicas ou monoicas. Sao
constituidas por plantas de crescimento rdpido, normalmente rasteiras, herbdceas ou
sublenhosas, e em sua maioria com gavinhas espiraladas para sua sustentacdo. Sao
amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais (TAYLOR et al., 2009). Podem
ser plantas anuais, morrendo apds completarem seu ciclo reprodutivo uma udnica vez, ou
perenes. Suas folhas possuem tricomas com numerosas nervuras convergindo e terminando
em um apice expandido. Suas flores abrem somente por um dia, sdo tricarpelares e possuem
nectdrios diversos. Seus frutos sdo do tipo baga chamados de peponio. No interior desse tipo
de fruto encontram-se numerosas placentas preenchendo o 16culo. Suas sementes possuem
endosperma escasso e sua testa € composta por diversas camadas (JUDD et al., 2009).

Com vdrias espécies domesticadas, os membros desta familia sdo principalmente
utilizados para a produgdo agricola de frutos. Dessa forma as cucurbiticeas possuem uma
elevada importancia econdmica, pois sdo amplamente utilizadas na alimentacdo de grande
parte da populacdo. Também existem espécies que sdo responsaveis pela produgdo de certos
tipos de drogas utilizadas no tratamento de algumas doencas, como a Gynostemma
pentaphyllum, e algumas ainda produzem venenos que podem matar o homem, como a Luffa
operculata. Outros membros das cucurbiticeas sdo cultivados apenas como espécies
ornamentais, pelo aspecto das flores e frutos, como a abdbora Cucurbita argyrosperma.
Outros aspectos importantes no seu cultivo se d4 por ser uma cultura relativamente simples e
adaptada a regides com menos abundincia de recursos, como a dgua. No Brasil as
cucurbitidceas mais cultivadas s@o o pepino, a abobora e o meldo, sendo este dltimo de grande
expressio econdmica e produzido principalmente na regiio Nordeste do pais (QUEIROZ, et
al., 2011).

A cultura de tecidos também € aplicada a muitas cucurbitdceas justamente pelo seu
aspecto econdmico e interesse comercial. Plantas como Cucumis melo, o meloeiro, Cucumis
anguria, o maxixe (THIRUVENGADAM et al., 2013), Cucumis sativus, o pepino (DIAO et
al., 2009), Citrullus lanatus, a melancia (VASUDEVAN et al., 2017) e Cucurbita pepo, a
abobrinha (OBEMBE et al., 2017) sao todas culturas comerciais.



1.2 O meloeiro

O meloeiro faz parte do género Cucumis, subtribo Cucumerinae, tribo Melothrieae,
subfamilia Cucurbitoideae, familia Cucurbitaceae e espécie Cucumis melo L. (EMBRAPA,
2010). A planta € dicotiledonea e extremamente polimdrfica, ou seja, possui uma diversidade
genética muito ampla. Apesar de na natureza ser uma planta perene, é explorada
comercialmente como planta anual. Suas flores podem ser apenas masculinas ou
hermafroditas na mesma planta. Seus frutos sdo do tipo peponio com formas, tamanhos
texturas e cores variadas com até 600 sementes na parte interna da polpa (KIRKBRIDE,
1993).

Quanto as caracteristicas de cultivo, a temperatura ideal estd situada entre 25 °C e 35
°C. O pH do solo deve estar entre 6,4 e 7,2. A cultura do meloeiro necessita de intensa
luminosidade, com luz solar direta. No periodo da maturacdo dos frutos, o recomendado é
que o clima seja quente e seco. Sendo assim, as melhores condi¢des para o cultivo do meldo
encontram-se em regides de clima semidrido, contudo isso ndo significa que ele nao possa ser
cultivado em outras regides. O meloeiro deve ser plantado de forma a evitar que a
frutificacdo ocorra nas estacdes mais chuvosas do ano. Mas ele também pode ser cultivado
dentro de estufas agricolas com condi¢des ambientais controladas (EMBRAPA, 2017).

Os meldes mais cultivados atualmente estdo inseridos em dois grandes grupos
botanicos segundo a classificacdo de Robinson e Decker-Walters (1997). Os aromadticos e
climatéricos da variedade (var.) cantaloupensis como os tipos (tipos) Cantaloupe, Gélia e
Charentais (Figura 1), com sua principal caracteristica sendo a resposta ao hormonio gasoso
etileno, promovendo o amadurecimento apds a colheita. E os inodoros e ndo climatéricos da
var. inodorus como os tipos Amarelo, Pele de Sapo e Honeydew (Figura 1), com sua
principal caracteristica sendo o ndo amadurecimento apds a remogao do fruto da planta.

O meldo € uma fruta com grande interesse econdmico por ser amplamente consumida
e cultivada no mundo inteiro. Em 2015 em torno de 94% de toda a produ¢do nacional de
meldo foi produzida na regido Nordeste (IBGE, 2017). A lideranca do Nordeste na producao
de melao no Brasil € explicada pelo clima quente e seco, propicio para o desenvolvimento do
meloeiro e de frutos de boa qualidade. Em 2014 o Ceard sozinho foi responsdvel pela
exportacdo de 111.045 toneladas do fruto, representando 62,4% de toda a exportacdo

nacional (ADECE, 2017).



Figura 1 — Tipos de meldes mais comercializados no Brasil, os ndo climatéricos: Honeydew,

Pele de Sapo, Amarelo, e os climatéricos: Charentais, Gdlia e Cantaloupe.
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Fonte: Embrapa, 2017

Devido sua importancia econdmica, estudos que envolvem o meloeiro sdo cada vez
mais comuns. O melhoramento genético tradicional € amplamente aplicado a cultura do
meloeiro, mas demanda anos para ser concluido. Com o uso de ferramentas, como a cultura
de tecidos, e a aplicacdo de vias de regeneracdo, como a organogénica, o melhoramento
genético dessa espécie pode ser muito mais eficiente e rapido, podendo levar apenas meses

para se atingir cultivares com caracteristicas melhoradas.

1.3 Cultura in vitro de tecidos vegetais

A cultura in vitro de tecidos vegetais pode ser definida como um conjunto de técnicas
que se utiliza de um explante asséptico como material biolégico cultivado em meio nutritivo
sob condi¢des de luminosidade e temperatura controladas. Os principios basicos explorados
pela cultura de tecidos estdo na totipotencialidade vegetal, a capacidade de uma tnica célula
conseguir se desenvolver em um organismo completo (Figura 2). A competéncia celular € a
capacidade das células responderem a sinais especificos, enquanto que a determinacgao celular
€ o processo pelo qual a célula é direcionada a um desenvolvimento especifico. E a
morfogénese € a interacdo entre a diferenciagdo e o crescimento com o desenvolvimento de

orgaos ou embrides (COOPER, 2001).



Historicamente a cultura de tecidos vegetais percorreu um longo caminho até ser
finalmente desenvolvida. O inicio de sua trajetéria se d4 com Haberlandt, em 1902, o
fundador da cultura de tecidos vegetais. Seu primeiro ensaio foi com a cultura de Lamium
purpureum L. em meio nutritivo Knop, obtendo apenas o crescimento celular sem divisao,
nao confirmando a principio a totipotencialidade das células. Passando entdao por Kogl (1934)
que identificou o primeiro fitormdnio, a auxina, dcido indolacético e Miller (1955) que
descobriu a primeira citocinina, a cinetina (6-furfurilaminopurina). Skoog e Miller (1957)
evidenciaram o balango hormonal entre citocininas e auxinas em experimentos com células
de tabaco, esses autores observaram o crescimento da radicula e da parte aérea em diferentes
concentracoes de auxinas e citocininas, concentracOes altas de citocininas induziram o
crescimento de brotos e parte aérea, enquanto que maiores concentracOes de auxinas
estimularam o surgimento e desenvolvimento de raizes. E em uma propor¢do similar de
citocininas com auxinas ocorreu o crescimento de calos, massas desorganizadas de tecido
nao-diferenciado. Em 1962, Murashige e Skoog desenvolveram a mais utilizada formulagao

nutritiva na cultura de tecidos vegetais até hoje, denominado de meio MS.

Figura 2 — Principio geral da cultura in vitro de tecidos vegetais.
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A importancia histérica do desenvolvimento da cultura de tecidos vegetais é tdo
grande que ela permitiu a elucidacdo de questdes bdsicas sobre fisiologia, bioquimica,
biologia e genética de plantas. O uso de suas técnicas também elevou a produ¢do comercial

de mudas de forma a manter o aspecto genético intacto, fundamental para a conservacao in



vitro e a manutencdo de caracteristicas desejadas (GAMBORG, 2002). A sua combinagio
com técnicas cldssicas e modernas de melhoramento vegetal e biologia molecular
proporcionaram um enorme crescimento no suprimento de alimentos de origem vegetal no
mundo. Mais especificamente as suas vantagens incluem a micropropagacdo de clones
idénticos a planta matriz (ALTMAN et al., 1998), auxilio a estudos de fitorremediacio
(LEUNG, 2017), melhora do aspecto fitossanitirio pela producdo de mudas livres de
patégenos inclusive de virus (BHOJWANI et al., 2013), auxilio na identificacio de
mecanismos da variacdo somaclonal (STEPHENS et al., 1991), diminuicdo do tempo
necessdrio para produzir grandes quantidades de plantas e menor nimero de explantes para a
obtencdo de grandes volumes de material vegetal (EMBRAPA, 2000).

Alguns exemplos de técnicas que se utilizam da cultura de tecidos como veiculo para
atingir objetivos diversos podem ser a micropropagacao, microenxertia, limpeza clonal, rotas
de morfogénese e cultura de protoplastos, embrides, ovarios, calos e plantas transgénicas.
Todas essas técnicas sdo aplicagdes da cultura de tecidos vegetais tanto com finalidades
académicas como a elucidacdo de mecanismos biolégicos quanto no aprimoramento de
culturas vegetais para fins comerciais de producdo e recuperacdo ambiental (THORPE,
2007).

A cultura in vitro de tecidos vegetais segue passos basicos comuns a todas as técnicas.
Iniciando-se com a escolha do explante e do meio nutritivo a ser utilizado, continuando com
a desinfestacdo do material, a inoculacdo do explante no meio de cultura e a defini¢do das
condi¢des ambientais até o desenvolvimento do material vegetal. A escolha dos explantes
varia conforme o objetivo final, sendo cada tipo de explante também definido pela idade.
Estes podem ser cotilédones, hipocdtilos, segmentos foliares, raizes, dentre outros. Decidir
qual formulagdo nutritiva utilizar também vai variar conforme o material vegetal usado como
explante e o objetivo almejado. A formulacdo mais usada atualmente é o meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), mas também existem os meios Knop (KNOP, 1862),
White (WHITE, 1934), B5 (GAMBORG, 1968), WPM (LLOYD & MCCOWN, 1981), entre
outros. Ja a desinfestacdo, remogdo dos microrganismos que estejam na superficie do
explante, normalmente segue um mesmo principio, como o uso de hipoclorito de s6dio ou
célcio, alcool, detergentes, dentre outros, mas suas concentragdes e tempos de exposicao
também vao depender das condi¢des do material vegetal utilizado. As condi¢des ambientais

sdo definidas conforme o objetivo da cultura e o tipo de material cultivado. Elas variam de



acordo com os niveis de oxigénio e géis carbdnico, intensidade luminosa, temperatura e
umidade (EMBRAPA, 2006).

O meio de cultura MS € uma mistura balanceada de carboidrato, macronutrientes,
micronutrientes, fontes organicas de nitrogénio, complementos organicos, vitaminas, agente
gelificante e dgua, além de reguladores de crescimento, estes ultimos de forma opcional. O
carboidrato utilizado é sacarose usada como fonte de carbono pela planta. Os complementos
organicos e vitaminas sdo o mio-inositol, glicina, tiamina (B1), 4cido nicotinico e piridoxina
(B6). Os macronutrientes sdao fornecidos em forma de sais contendo nitrogénio, potdssio,
fosforo, célcio, enxofre e magnésio. Os micronutrientes sdo em concentra¢cdes micromolares
de zinco, ferro, cobre, manganés e molibdénio. As fontes de nitrogénio estdo na forma de
amonia e nitrato. O agente gelificante mais usado € o agar, derivado de algas. Os reguladores
de crescimento usados sdo as citocininas, sendo as mais empregadas BAP (6-
benzilaminopurina), thidiazuron ou TDZ (1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il) ureia), cinetina ou
CIN (6-furfurilaminopurina), IPA (isopentil adenina), 2ip (N2—2—isopentiladenina) e zeatina
ou ZEA [N®-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enil) aminopurina] e as auxinas, sendo as mais usadas
2,4-D (acido 2,4-diclorofenoacético), ANA (4cido 1-naftalenoxiacético), AIA (acido 3-
indolacético), AIB (4cido indolbutirico) e picloram (4cido 4-amino-3,5,6-tricloropico-linico)

(EMBRAPA, 2010).

1.4 Organogénese

De todos 0s mecanismos de regeneracdo que as plantas possuem, como a cicatrizagao
e formacgdo de calos, a organogénese é o mais comum deles. A organogénese é conhecida
€cOmo 0 processo que origina novos 6rgdos na planta, gerados a partir de células sométicas ou
embriondrias. Para que isso aconteca as células ja diferenciadas exploram, mais uma vez, sua
totipotencialidade, precisando passar por um processo de desdiferenciacdo, no qual a célula
volta a um estdgio semelhante a células meristematicas, e s6 entdo elas rediferenciam em
qualquer tipo celular como células de folhas e raizes, chegando até a desenvolver gemas e
brotos adventicios. Gemas adventicias sdo estruturas com meristema apical originadas pela
desdiferenciacdo de células do parénquima e brotos s@o estruturas caulinares com folhas
originadas do desenvolvimento de gemas (CARVALHO et al., 2011). Assim como na
embriogénese somdtica, a organogénese também pode ocorrer de forma indireta, passando
pelo estdgio de calo até a formacdo de novos 6rgdos ou direta, sem ocorrer calogénese

(EMBRAPA, 2010).



Na natureza, durante o desenvolvimento, as plantas possuem reguladores da
regeneragdo que sdo silenciados impedindo a reprogramacdo celular em momentos
inadequados. Mas estimulos exdgenos podem ativar esses reguladores. Por exemplo, para
algumas espécies da familia Crassulaceae quando uma folha é destacada da planta matriz, ela
comeca a desenvolver raizes e brotos dando origem a uma nova planta (ALANI, 2009).
Apesar do corte ser um estimulo externo, ele sé ativa a organogénese por controle hormonal
induzindo a produ¢do ou acimulo de fitormonios gerando respostas organogénicas.
Fitormonios, como as auxinas, induzem a expressao de genes que participam da formacao de
um novo meristema radicular (CALLIS, 2005). Utilizando-se desses reguladores de
crescimento pode-se conseguir artificialmente a regeneragdo in vitro de uma planta inteira a
partir de apenas um pequeno seguimento dela.

A inducdo da organogénese in vitro varia muito a depender do tipo, idade e genétipo
do explante. Essas trés principais varidveis direcionam qual a concentracdo e qual regulador
de crescimento utilizar. Grozeva e Velkov (2014) utilizaram dois tipos de explantes com
cinco dias de idade, cotilédones e hipocoétilos de Cucumis sativum, cultivar Gergana, na
indugdo de organogénese e como resultados obtiveram 76 e 0% de inducdo de organogénese
na concentracio de BAP 3,0 mgL!, respectivamente em cotilédone e hipocétilo como
explantes e obtiveram 80 e 0% de indugdo de organogénese na concentracio de BAP 2,0
mgL! respectivamente em hipocétilo e cotilédone como explantes. Shukla (2014) utilizou
cotilédones com 2, 3 e 5 dias de idade como explantes de Cucumis sativus cultivar Pusa
Uday, na regeneracdo por organogénese e obteve o melhor resultado da indugdo da
regeneragdo com 35% em explantes com trés dias de idade, 31% com cinco dias de idade e
29% com dois dias de idade na concentracdo de 0,45 mgL' de BAP. Esses dois exemplos
apresentam resultados diferentes com relacdio ao tipo e idade do explante sobre a
concentracdo do regulador de crescimento na inducdo da organogénese. Nota-se também que
a comparacao dos dois exemplos demonstra a influéncia do genétipo sobre esses fatores, pois
sdo resultados da mesma espécie, mesmo tipo explante e mesma idade, mas de tipos distintos
e, mesmo assim, apresentam diferencas na indu¢@o da resposta morfogenética.

A importancia de estudos de regeneracdo de plantas através da organogénese ¢é
significativa observando que eles ajudam a formular novas rotas de multiplicacdo de plantas.
Apesar das aplicacdoes serem muito semelhantes as da embriogénese somdtica, incluindo
como fonte de variabilidade genética, a organogé€nese ¢ mais utilizada como fonte de

variabilidade genética através da forma indireta com calos, pois o estigio de calo é uma



grande fonte de variacdo somaclonal ocasionada pelo crescimento desorganizado das células.
(FLORES et al., 2007). A variagdo somaclonal é desejada quando se necessita de mais fontes
com gendtipos diferentes e para realizar estudos fisiolégicos, como quando se almeja

relacionar a presenca de produtos secunddrios com o crescimento celular.

1.5 Cultura de tecidos de meloeiro

A cultura de tecidos aplicada a espécie C. melo ¢ muito utilizada atualmente. Para o
sucesso da aplicacdo comercial da biotecnologia em meldo € necessdrio um sistema eficiente
de regeneracdo in vitro (NUNEZ et al., 2008). Mas primeiramente é preciso estabelecer
protocolos iniciais especificos para a cultura in vitro de meloeiro, como estabelecimento da
germinacao in vitro para obtencdo de fonte de explantes assépticos.

A germinacdo in vitro de sementes de C. melo ainda possui muitas limitacdes em ser
atingida corretamente, pois elas podem apresentar dorméncia ou germinacao muito lenta. A
obtencdo de uma germinacao uniforme de sementes de meloeiro in vitro propiciaria a excisao
de explantes na mesma fase de desenvolvimento em condi¢des assépticas. Dessa forma, um
protocolo de germinagdo in vitro de sementes auxiliaria no desenvolvimento de estudos que
demandam grande quantidade de explantes uniformes (ALVES et al., 2011).

A diversidade genética presente no meloeiro € responsavel pelo elevado grau de
polimorfismo nos frutos e nas variedades botinicas encontradas nesta espécie (MLIKI et al.,
2001). Nunez (2008) concluiu que a resposta in vitro do meldo esta sob o controle genético,
mas os reguladores de crescimento também tém grande importincia nesse processo. Essa
elevada variabilidade genética dificulta o desenvolvimento de protocolos gerais para a
regeneracdo de diferentes variedades e tipos dessa espécie. A via organogenética é uma das
alternativas in vitro que pode ser empregada na regeneracdo de plantas, sendo direta ou
indireta. Porém, componentes ndo genotipicos do cultivo in vitro, como fatores ambientais,
também podem afetar a eficiéncia de regeneracdo de plantas de meloeiro através de
organogénese (NUNEZ et al., 2008).

Na literatura sdo relatadas algumas tentativas de regeneracao de plantas de meloeiro
por organogénese. Mendi e colaboradores (2010) obtiveram a indu¢@o de organogénese direta
a partir de segmentos de cotilédones da var. flexousus cultivar hibrido 46 KSU. Liu e
colaboradores (2013) relataram a inducdo de organogénese indireta na var. ameri, pelo
desenvolvimento de gemas adventicias em calos a partir de segmentos de cotilédones das
cultivares Jin Queen, Hongmibao e Huangzhuixian em meio MS suplementado com BAP. A

regeneracdo da variedade de meloeiro cantalupensis também foi observada por Sebastiani e



Ficcadenti (2016) utilizando a cultura de tecidos para inducdo da organogénese direta de
cotilédones como explantes em meio MS contendo BAP em combinagdo com AIA. O
sucesso na obtencdo de plantas regeneradas pelo uso de cotilédones como explantes ¢ muito
frequente na inducdo de organogénese em meloeiro (KISS-BABA et al., 2010; REN et al.,
2013). A regeneracao também foi obtida na variedade reticulatus cultivar hibrido Muskmelon
via organogénese indireta a partir de calos de explantes de folhas em meio de cultura MS
contendo BAP (RHAMAN et al., 2012).

Como ja mencionado anteriormente, o gendtipo do meloeiro possui grande influéncia
sobre a organogénese induzida por reguladores de crescimento (STIPP et al., 2001). Tendo
em vista a grande variabilidade genética do meloeiro € necessdria a realizagdo de estudos
para cada genétipo em questdo visando a identificacdo de concentragdes e combinacdes de
reguladores de crescimento ideais para a inducdo de organogénese e posterior regeneracdo de
plantas. A regeneracdo de meloeiro via organogé€nese auxiliard projetos como a
micropropagacao de clones superiores e a obtencdo de plantas haploides, a partir do cultivo in

vitro de pdlen ou 6vulos, para posterior geracao de plantas duplo-haploides.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Determinar condi¢des favordveis de germinacao in vitro de sementes de meloeiro e

induzir organogénese nos tipos Pele de Sapo e Cantaloupe.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito do tempo de embebicdo de sementes com tegumento em dgua e a
remogao do tegumento das sementes sobre o tempo de germinagao in vitro.

2. Avaliar o efeito de diferentes concentracdes da citocinina BAP sobre a formagdo de
calos e a inducdo de gemas e brotos adventicios in vitro nos diferentes genotipos de

meloeiro Pele de Sapo e Cantaloupe, a partir de explantes de cotilédone.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Experimento de germinacao in vitro

O experimento de germinagdo in vitro foi conduzido alterando-se apenas as varidveis
embebicdo (0, 16, 24 e 48 horas) e a retirada ou nido do tegumento (Figura 3). Todos os
frascos e a dgua destilada necessdria para a embebicdo e para o preparo das solucdes de
desinfestacdo foram previamente autoclavados a 121 °C por 30 min. Os procedimentos de
embebicdo, desinfestacdo e inoculacdo das sementes foram realizados em camara de fluxo
laminar em condig¢ao asséptica, incluindo o preparo das solugdes.

Sementes do tipo de meloeiro Cantaloupe (cultivar comercial Cantaloupe Italiano)
foram submetidas a 10 tratamentos distintos de pré-germinacdo in vitro. Todas as sementes
utilizadas foram obtidas do fornecedor Sakata® e ja estavam previamente tratadas com
fungicida. A desinfestacdo foi feita em solucdo de dlcool 70% por 1 minuto, seguida de 7,5
minutos em solugdo de 0,1% de hipoclorito de sédio e por fim as sementes foram lavadas trés
vezes com agua destilada autoclavada, sendo que cada lavagem teve duracdo de 1 minuto.
Em todos os tratamentos as sementes foram desinfestadas como primeira etapa. Com o
auxilio de pingas, todas as sementes foram inoculadas, com a parte apical inserida no meio
nutritivo, ou seja, com o ponto de incisdo no ovdrio voltado para o meio de cultura, e de
forma que metade do comprimento da semente ficasse inserida no meio (Figura 4). O meio
de cultura base utilizado foi o MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com 30
g L1 de sacarose e solidificado com gelrite (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. Foram utilizados os

seguintes tratamentos, de acordo com o Quadro 1.

Figura 3 — Sementes do tipo de meloeiro Cantaloupe com tegumento, a esquerda € sem

tegumento a direita.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Quadro 1 — Tratamentos de pré-germinacgdo utilizados na germinacgao in vitro de sementes do

tipo de meloeiro Cantaloupe.

T1
Tratamento (controle) T2 T3 T4 T3 T6 T7 T8 9 Ti10
. . Agua da. Agua da. Agua da. Agua da. N Agua da. Agua da. Agua da. Agua da.
Embebicio*
" a0 nae 4 horas | 16 horas | 24 horas | 48 horas nae 4 horas | 16 horas | 24 horas | 48 horas
Retirada do " " " " " . . . . .
Tegumento nio nio nio nio nio sim Sim sim s1m Sim

*Agua d.a.: 4gua destilada autoclavada
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 4 — Semente sem tegumento do meloeiro Cantaloupe inoculada in vitro com a parte

apical (seta) inserida no meio de cultura. Barra: 1 cm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As culturas, foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 1 °C, no
escuro por trés dias e apds esse periodo as culturas foram transferidas para fotoperiodo de
8/16 horas (escuro/luz) e intensidade luminosa de 30 pumol.m?.s!. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, constituido por 10 tratamentos de pré-germinacao,
em 4 repeticdes de 5 frascos contendo uma semente cada, totalizando 20 sementes por

tratamento.

3.1.1 Anadlise da germinacdo

No terceiro, sétimo, décimo quarto, vigésimo primeiro e vigésimo oitavo dia, contou-
se o numero de sementes germinadas. A semente foi considerada germinada quando
apresentava o crescimento da radicula (Figura 5). Os dados foram analisados apenas por

porcentagem de germinac¢do por semana até o final de 28 dias.
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Figura 5 — Semente com tegumento do meloeiro Cantaloupe inoculada in vitro apresentando

crescimento da radicula (seta). Barra: 1 cm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2 Experimento de organogénese

O experimento de organogénese foi elaborado alterando-se apenas as concentracdes
de BAP no meio nutritivo. Todos os frascos e a dgua destilada necessdria para o preparo das
solucdes de desinfestacio foram previamente autoclavados a 121 °C por 30 min. Os
procedimentos de desinfestacdo, inoculagdo e excisdo dos cotilédones foram realizados em
camara de fluxo laminar asséptica, incluindo o preparo das solucoes.

Quarenta sementes dos meloeiros Cantaloupe (cultivar comercial Cantaloupe Italiano)
e Pele de Sapo (cultivar comercial Asturia) foram submetidas a cinco tratamentos de
organogénese. Todas as sementes utilizadas foram obtidas do fornecedor Sakata® e ja
estavam previamente tratadas com fungicida. A desinfestacdo foi feita em solugdo de dlcool
70% por 1 minuto, seguido de 7,5 minutos em solu¢do de 0,1% de hipoclorito de sédio e por
fim lavadas trés vezes com dgua destilada autoclavada. Em todos os tratamentos as sementes
foram desinfestadas como primeira etapa. Todas as sementes foram inoculadas sem
tegumento com o ponto de incisdo do ovério voltado para o meio de cultura, e de forma que
metade do comprimento da semente ficasse inserida no meio nutritivo. A formulagdo
nutritiva utilizada foi o meio MS, suplementado com 30 g L! de sacarose e solidificado com
gelrite (Gelzan®) a 1,8 ¢ L'\. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que foi
realizada a 121 °C, por 15 minutos. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 1 °C, na auséncia de luz por trés dias e apds esse periodo as culturas
foram transferidas para fotoperiodo de 8/16 horas (escuro/luz) e intensidade luminosa de 30

pmol.m2.s7!,
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Para inducdo de organogénese foram utilizados, como explantes, os cotilédones das
plantulas germinadas in vitro dos dois meloeiros, com 12 dias de idade apds a germinagao.
Em cimara de fluxo laminar as plantulas foram selecionadas ao acaso e tiveram seus
cotilédones excisados, com o auxilio de bisturis e pingas, sendo cada cotilédone seccionado
transversalmente em dois segmentos em relac@o a nervura e removendo-se as extremidades e
as bordas do cotilédone (Figura 6). Os segmentos tinham em média 8 mm? e foram
inoculados com a face abaxial em contato com o meio de cultura MS, em tubos de ensaio
contendo 10,0 mL de meio em 5 tratamentos distintos variando-se apenas a concentracio de

BAP. Os tratamentos utilizados foram:

T1. MS sem reguladores de crescimento (controle);

T2.  MS adicionado de 1,0 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP);
T3.  MS adicionado de 2,0 mg L! de BAP;

T4.  MS adicionado de 3,0 mg L! de BAP;

TS. MS adicionado de 4,0 mg L' de BAP;

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 1 °C,
fotoperiodo de 8/16 horas (escuro/luz) e intensidade luminosa de 30 umol.m?.s?. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido por 5 tratamentos nos
dois meloeiros e 5 repeti¢cdes de 5 tubos de ensaio contendo um explante cada, totalizando 25
explantes por tratamento por cultivar. Apds 38 dias de cultivo, as gemas e brotos formados

foram removidos com o auxilio de pincas e bisturis em capela de fluxo laminar e inoculados

em meio MS sem a adi¢d@o de fitorreguladores para manutenc¢do do material obtido.

Figura 6 — Explantes de cotilédone de meloeiro tipo Pele de Sapo, seccionado
transversalmente em dois segmentos, removendo-se as extremidades e as bordas. Barra: 1

cm.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.2.1 Anadlises da organogénese

As culturas foram avaliadas a cada 7 dias quanto a observacdo da formacao de calos e
gemas adventicias por até 35 dias. Aos 38 dias foram avaliadas a média da massa fresca total
dos explantes, a porcentagem de formacdo de gemas adventicias e de calos pequenos (até
1500 mg), médios (a partir de 1501 até 3000 mg) e grandes (a partir de 3001 mg), cor e
textura dos calos, o nimero médio de gemas adventicias por explante e o nimero médio de
brotos por explante. Visualmente, foram consideradas como gemas estruturas globulares e
lisas de coloracdo verde com tonalidade diferente do restante do calo e como brotos foram
consideradas as gemas com o surgimento de folhas (Figura 7). Outra caracteristica avaliada
foi o nimero médio de gemas e brotos adventicios por calo, dividindo-se o nimero de gemas
e de brotos totais pelo nimero de calos que formaram gemas e brotos, respectivamente. Os
dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e o teste de médias de

Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro.

Figura 7 — Calos de meloeiro Cantaloupe apresentando desenvolvimento de gemas

adventicias (setas brancas) e broto (seta preta). Barra: 1 cm.

Fonte: Elaborada pelo autor.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao do experimento de germinacao

4.1.1 Andlise da germinacdo

A germinacao in vitro das sementes de meloeiro Cantaloupe atingiu 100% em apenas
3 dias, apds a inoculacdo, em todos os tratamentos em que as sementes foram inoculadas sem
tegumento (Tabela 1). Nao houve contaminac¢des de qualquer tipo em todos os explantes
utilizados. A auséncia de contaminacdo pode ser atribuida pela desinfestacdo feita sempre

como primeira etapa de todos os tratamentos.

Tabela 1 — Porcentagem de germinagdo in vitro de sementes do meloeiro Cantaloupe em
diferentes tratamentos de pré-germinacdo com e sem tegumento, trés dias apds a inoculacio

das sementes.

Porcentagem de germinagdo ao 32 dia (%)

T1 T2 T3 T4 15
0 0 0 0 0
16 T7 T8 T3 T10

100 100 100 100 100

*Legenda — T1: Com tegumento, sem embebicdo; T2: Com tegumento, embebido por 4 horas; T3: Com
tegumento, embebido por 16 horas; T4: Com tegumento, embebido por 24 horas; T5: Com tegumento,
embebido por 48 horas; T6: Sem tegumento, sem embebicdo; T7: Sem tegumento, embebido por 4 horas; T8:
Sem tegumento, embebido por 16 horas; T9: Sem tegumento, embebido por 24 horas; T10: Sem tegumento,
embebido por 48 horas.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Silva e colaboradores (2012) observaram resultados semelhantes na germinacgdo de
porongo (Lagenaria siceraria) no qual apenas a remocdo do tegumento propicia a
germinacdo in vitro dessa espécie de cucurbiticea. Nogueira e colaboradores (2004)
observaram que a remog¢do do tegumento de sementes de Byrsonima intermedia aumentou
em 48% a germinacdo em meio MS 50% em comparagdo com as sementes com tegumento.
Eles acreditam que o tegumento retarda o processo germinativo, por servir como barreira
para a entrada de 4gua, inibindo, assim, a ativa¢do de enzimas responsaveis pela germinagao.
Esse resultado se assemelha aos observados neste trabalho confirmando, assim, a necessidade

da remocdo do tegumento para uma maior eficiéncia de germinacao da semente.



17

A embebicdo das sementes em dgua destilada autoclavada combinada com a remocao
do tegumento ndo alterou a taxa de germinacdo em nenhum dos intervalos de tempo de
embebicdo testados (T7 a T10). Quanto as sementes inoculadas com tegumento pode-se
concluir que a embebicdo das sementes, em dgua destilada autoclavada, acelerou a
germinagdo, € que o intervalo de tempo de embebi¢do também influenciou na velocidade de
germinagdo. O tratamento controle T1, sem embebi¢do, resultou em somente 30% de
germinagdo em sete dias enquanto que o tratamento T4, com 24 horas de embebigdo,
alcancou 75% de germinagdo em apenas sete dias. Observa-se assim, que uma embebicdo por
24 horas aumenta a velocidade de germinacdo. As embebigdes por 4 e 16 horas ndo diferiram
na velocidade de germinacdo, com 40 e 35% respectivamente. Entretanto, verificou-se que
embebi¢do acima do intervalo de 24 horas, como no tratamento TS5, a velocidade de
germinagdo in vitro comeca a reduzir. E no tratamento com embebicdo de 16 horas a
porcentagem de germinagdo atingiu 100% no 149 dia, enquanto que as sementes submetidas
ao tratamento T4 apresentavam 95% de germinacdo nesse mesmo tempo. Eventualmente
todos os tratamentos atingiram 100% de germinacdo ao final de 28 dias, com excecdo do

controle (Figura 8).

Figura 8 — Porcentagem de germinacao in vitro de sementes de meloeiro tipo Cantaloupe em
diferentes tratamentos de pré-germinacdo, no decorrer de 28 dias apds a inocula¢do das

sementes com tegumento.
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*Legenda — Controle: sem embebicdo; E. 4 hr: Embebido por 4 horas; E. 16 hr: Embebido por 16 horas; E. 24
hr: Embebido por 24 horas; E. 48 hr: Embebido por 48 horas.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Taxas semelhantes de germinacdo, devido ao procedimento de embebicdo das
sementes por 24 horas em dgua destilada autoclavada, também foram constatadas por Souza e
colaboradores (2016) na inducdo de germinacdo in vitro de sementes de Genipa americana
pela embebicdo das sementes em 4dgua destilada autoclavada por 48 horas obtendo taxa
maxima de 70% de germinagdo. E possivel que a embebicdo em dgua tenha efeito na
germinagdo por propiciar um ambiente hidratado dentro da semente com tegumento o que
facilita a a¢do de hidrolases na germinacdo e quebra da dorméncia de sementes de meloeiro.
A embebicdo por 48 horas reduziu a velocidade de germinacdo possivelmente devido a
reducdo na disponibilidade de oxigénio para as sementes comprometendo a sua qualidade e,
consequentemente, diminuindo a eficiéncia de germinacdo (BARROS et al. 2005). A
embebicdo de sementes com tegumento em &agua destilada autoclavada por 24 horas
aumentou a velocidade de germinacdo em 35% em sete dias comparada com os outros
tempos de embebicdo, mas apenas a remoc¢do do tegumento proporcionou 100% de

germinacdo em 3 dias e de forma uniforme.

4.2 Avaliacao do experimento de organogénese

De acordo com os resultados da andlise de significancia pelo teste F, e comparacao
das médias por Scott-Knott, o meloeiro Cantaloupe apresentou diferencas significativas em
todos os fatores analisados, com excec¢do da porcentagem de formacao total de calos (Tabela
2). Ja a do tipo Pele de Sapo apresentou resultados significativos entre os tratamentos, com
excecdo das varidveis porcentagem de formacdo total de calos, formag¢do de gemas

adventicias e numero de gemas adventicias por calo (Tabela 3).

Tabela 2 — Quadrado médio e niveis de significancia pelo teste F do fator tratamento dos
explantes de cotilédones do tipo de meloeiro Cantaloupe nas varidveis porcentagem de
formacgdo de calo pequeno, médio e grande, de calo total, de calo formando gema, massa

fresca total, nimero de gemas por calo e nimero de brotos por calo.

Quadrado médio

r . N Ni Na
FV GL Calo Calo médio Calo Calo total Massa Calo umero umero

pequeno (%) (%) grande (%) (%)

fresca total formando de gemas de brotos
(2) gema (%) por calo por calo

Tratamento 4 9376.0000° 969.0000° 7.495.0000° 16.0000 ™ 10.6552° 5.960.0000° 10.5993° 14650
Residuo 20  88.0000  227.0000 326,0000 16,0000 0.0656 2080000 0,7148  0.5100
Total
corrigido 24 - - - - - - -
CV (%) . 37.07 77.66 36.85 103 10.43 30.05 3438 93.97
* %5 de significancia pelo teste F; ns — ndo significativo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3 — Quadrado médio e niveis de significincia pelo teste F do fator tratamento dos
explantes de cotilédones do tipo de meloeiro Pele de Sapo nas varidveis porcentagem de
formacdo de calo pequeno, médio e grande, de calo total, de calo formando gema, massa

fresca total, nimero de gemas por calo e nimero de brotos por calo.

Quadrade médio
- Cal . M Cal Nii Nua
FV GL ao Calo médio Calo Calo total assa o fHmero - Aumero
pequeno %) rande (%) (%) fresca total formando de gemas de brotos
o (1] (i)
(%) g (2) gema (%) porcalo por calo

Tratamente 4 188000000 1.520.0000° 264.0000° 6400000077 25059° 520.0000° 2.4000% -

Residuo 20 2240000 176.0000 56,0000 40,0000 0.0171 2160000  1,8200 -
Total

corrigido 24 - - - - - - _ -
CV (%) - 31,18 4738 116,93 7.53 10,38 12247 14990 0,00

* %S5 de significancia pelo teste F; ns — ndo significativo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.1 Andlise da formagdo de calos

Com 14 dias de inoculac@o nos tratamentos que continham BAP ocorreu a formacado
de calos em todos os explantes de ambos os tipos. Apds 38 dias, a andlise da formacgdo de
calos nos cotilédones de Cantaloupe revelou inducdo de calos em 100% dos explantes em
qualquer concentracdo de BAP, sem diferenca significativa até mesmo com o tratamento
controle sem regulador de crescimento (Figura 9). A maior taxa de formacdo de calos
pequenos (até 1500 mg) ocorreu no tratamento controle em 96% dos explantes, calos médios
(a partir de 1501 até 3000 mg) tenderam a se formar em menor porcentagem em quase todas
as concentracdes de BAP com no méximo 34% e calos grandes (a partir de 3001 mg)
somente se formaram em ampla propor¢do em concentragdes de BAP igual ou superior a 2,0
mg L'! atingindo 83% (Tabela 4).

Nos explantes de Pele de Sapo, apds 38 dias, também foi observada inducdo de calos
em 100% dos explantes em qualquer concentracdo de BAP, sem diferenca significativa entre
os tratamentos, mas no tratamento controle houve pouquissimas formacdes calosas (Figura
9). As maiores porcentagens de calos pequenos foi evidente nas concentracoes de BAP 1,0;
2,0 e 3,0 mg L', sem diferenca significativa entre esses tratamentos. Calos médios foram
formados em todas as concentracdes de BAP, sem diferenca significativa entre os
tratamentos, mas alcancando 44% de formagdo na concentraciio de 4,0 mg L', e os melhores
resultados de calos grandes foram observados, no geral, em pequenas propor¢des em

concentragdes de BAP igual ou acima de 3,0 mg L' (Tabela 5).
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Tabela 4 - Porcentagem de formacdo de calos pequenos (até 1500 mg), médios (a partir de
1501 até 3000 mg), grandes (a partir de 3001 mg) e totais do tipo de meloeiro Cantaloupe em
meios nutritivos MS com diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP), aos 38

dias apds a inoculacdo in vitro dos explantes.

Calo pequeno (%) Calo médio (%) Calo grande (%) Calo total (%)
Tratamentos
Meédias

MS sem regulador de

crescimento (controle) 96,0 a 0.0b 00b 96.0a
MS + BAP 1.0 mg/L 55006 300a 150b 1000 a
MS + BAP 2,0 mg/L 00¢c 340a 66.0a 1000 a
MS + BAP 3,0 mg/L 0.0¢ 210a 79,0 a 1000 a
MS + BAP 4,0 mg/L 30¢c 140b 83.0a 1000 a
Meédia geral 30.8 198 48.6 992

*Médias com letras iguais, nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 5 — Porcentagem de formacdo de calos pequenos (até 1500 mg), médios (a partir de
1501 até 3000 mg), grandes (a partir de 3001 mg) e totais do tipo de meloeiro Pele de Sapo
em meios de cultura MS com diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP), aos 38

dias ap6s a inoculacdo in vitro dos explantes.

Calo pequeno (%) Calo médio (%) Calo grande (%) Calo total (%)
Tratamentos
Medias

MS sem regulador de

crescimento (controle) 200¢ 00b 00b 2000
MS + BAP 1,0 mg/L 740a 260a 00b 1000 a
MS + BAP 2,0 mg/L 56,0a 400a 40b 100,0 a
MS + BAP 3,0 mg/L 340a 34.0a 120a 100,0a
MS + BAP 4,0 mg/L 400k 440a 160 a 100,0 a
Meédia geral 48.8 288 6.4 840

*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Dentro do género Cucumis, esses resultados mostram-se diferentes daqueles
observados por Selvaraj e colaboradores (2006) que apenas observaram indugdo de calos de
Cucumis sativus em meio MS suplementado com BAP. Eles obtiveram a menor porcentagem
de formacdo de calos no meio MS com apenas BAP 1,0 mg L', com no maximo 15,2% de

formacao.
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Figura 9 — Explantes de segmentos cotiledonares com 38 dias dos tipos de meloeiro
Cantaloupe (a, b, c, d, e) e Pele de Sapo (f, g, h, i, j). a. f. MS sem regulador de crescimento
(controle). b. g. MS com BAP 1,0 mg L!. c. h. MS com BAP 2,0 mg L'!. d. i. MS com BAP
3,0mg L. e j.MS com BAP 4,0 mg L'!. Barra: 1 cm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.2 Andlise da massa fresca dos calos

A massa fresca dos calos de Cantaloupe foi menor no meio de cultura sem a adi¢do de
regulador de crescimento. No meio contendo 1,0 mg L' de BAP, a massa fresca total dos
calos foi inferior daquela do meio contendo a partir de 2,0 mg L' de BAP. Em média, a
massa fresca dos calos desse tipo atingiu um maximo de 3,7 g no meio com BAP 3,0 mg L.
Mas esse resultado ndo divergiu significativamente com as médias da massa fresca dos calos
dos meios com BAP 2,0 e 4,0 mg L' (Figura 10). O meloeiro Pele de Sapo atingiu apenas 1,8
g de média da massa fresca dos calos nos tratamentos com BAP 3,0 e 4,0 mg L', sem
diferenca entre esses tratamentos. E assim como o Cantaloupe, a massa fresca dos calos de
Pele de Sapo foi muito baixa no meio de cultura sem a adi¢do de regulador de crescimento
(Figura 11).

Esses resultados evidenciam que a diferenca genética entre os tipos da mesma espécie
pode ser responsavel pela grande divergéncia na formacgao de calos em resposta a citocinina
BAP. Estes resultados mostram-se diferentes dos obtidos por Moon e colaboradores (2000),
que observaram mdxima proliferacdo de calos, com massa média de 2,43 g por calo de
Cucumis melo em meio MS suplementado com a citocinina BAP na concentracdo de 2,0 mg
L'e a auxina ANA na concentracio de 0,1 mg L'!. Estes autores nfio revelaram a variedade

utilizada, mas a necessidade do uso de BAP em conjunto com uma auxina para uma maxima
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induc¢do de calos com uma massa média menor que a obtida no presente trabalho, evidenciam

a influéncia genotipica na formacao de calos.

Figura 10 — Média da massa fresca total dos explantes de cotilédones do tipo de meloeiro

Cantaloupe em meios de cultura MS com diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina

(BAP), aos 38 dias ap6s a inoculagdo in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
**egenda - Controle: MS sem reguladores de crescimento; BAP 1,0: MS com 1,0 mg L' de BAP; BAP 2,0:

MS com 2,0 mg L' de BAP; BAP 3,0: MS com 3,0 mg L' de BAP; BAP 4,0: MS com 4,0 mg L' de BAP.
Fonte: Elaborada pelo autor.

No geral, as massas frescas dos calos do Cantaloupe foram superiores aos do Pele de
Sapo. Além disso, o Pele de Sapo necessita de uma maior concentracdo de BAP, tendo em
vista que o valor para esta caracteristica tende a se estabilizar a partir de 3,0 mg L', enquanto

que para o Cantaloupe, essa dose é menor, apenas 2,0 mg L.
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Figura 11 — Média da massa fresca total dos explantes de cotilédones do tipo de meloeiro
Pele de Sapo em meios de cultura MS com diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina

(BAP), aos 38 dias ap6s a inoculacao in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

** egenda - Controle: MS sem reguladores de crescimento; BAP 1,0: MS com 1,0 mg L' de BAP; BAP 2,0:
MS com 2,0 mg L' de BAP; BAP 3,0: MS com 3,0 mg L' de BAP; BAP 4,0: MS com 4,0 mg L"! de BAP.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.3 Andlise da cor e textura dos calos

Os calos de Cantaloupe apresentaram, em sua maioria, coloracdo verde-clara e
estrutura fridvel nos meios suplementados com BAP (Figura 12) e apenas os calos
desenvolvidos no tratamento controle apresentaram textura compacta. Os calos de Pele de
Sapo também possuiam, na maior parte, cor verde-clara (Figura 12), mas em todos os cinco
tratamentos os calos possuiam textura compacta, com poucas areas de ocorréncia de textura
fridvel. Aos 38 dias de cultivo em meio MS, independente das concentracdes de BAP, os
calos que possuiam gemas adventicias, em ambos os tipos, comegaram a apresentar uma
tonalidade amarelada. E possivel que essas gemas funcionem como dreno de energia das
outras partes do calo, realocando para essas regides a maior parte do metabolismo. Lee e
colaboradores (2014) formularam a hipétese de que o carboidrato acumulado por estresse
osmotico em calos de Oryza sativa L. poderia estar sendo usado como fonte de energia e

sinal osmotico requerido para a regeneracdo de brotos via organogénese.
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Figura 12 — Calos formados aos 28 dias, apds a inoculacdo in vitro de explantes de cotilédone
de meloeiro tipos Cantaloupe e Pele de Sapo. a, b, c. Calos verde-claros do tipo Cantaloupe
em meio MS com BAP 3,0; 1,0 e 4,0 mg L respectivamente. d, e, f. Calos verde-claros do
tipo Pele de Sapo em meio MS com BAP 3,0; 2,0 e 4,0 mg L respectivamente. Barras: 1

cm.

Fonte: Elaborada pelo autor.
4.2.4 Andlise das gemas

4.2.4.1 Formagdo de gemas adventicias

Ap6s 21 dias da inoculacdo in vitro dos explantes de cotilédone, constatou-se o
desenvolvimento das primeiras formagdes de gemas adventicias nos calos de Cantaloupe em
todos os tratamentos em quaisquer concentracdes de BAP e no Pele de Sapo apenas nos
meios MS contendo 2,0 e 3,0 mg L' de BAP. Posteriormente, aos 38 dias, em outras
concentragdes de BAP, contatou-se a formagao de gemas adventicias no Pele de Sapo.

Apo6s 38 dias, a maior taxa de formacdo de gemas adventicias foi observada no meio
MS com BAP 3,0 mg L', nos calos de Cantaloupe (Figura 15 ¢, d) com 88% dos explantes
apresentando este tipo de resposta organogénica (Figura 13). Entretanto, para o Pele de Sapo
verificou-se um maximo de apenas 28% dos explantes que apresentaram a formacao de
gemas adventicias no meio MS contendo esta mesma concentragdo de BAP (Figura 15 h, 1),
mas, estatisticamente, sem qualquer diferenca significativa entre todos os outros tratamentos,
incluindo o controle sem adicao de BAP (Figura 14). Resultados similares foram observados
para o género Cucumis por Ugandhar e colaboradores (2011) que utilizaram segmentos de
cotilédones de Cucumis sativus como explantes e obtiveram 60% de indugcao de gemas em

meio MS suplementado com somente BAP 3,0 mg L'



25

Figura 13 — Porcentagem de formacgdo de gemas adventicias do tipo de meloeiro Cantaloupe
em meios de cultura MS com diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP), aos 38

dias ap6s a inoculacdo in vitro dos explantes de cotilédones.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

**egenda - Controle: MS sem reguladores de crescimento; BAP 1,0: MS com 1,0 mg L' de BAP; BAP 2,0:
MS com 2,0 mg L' de BAP; BAP 3,0: MS com 3,0 mg L' de BAP; BAP 4,0: MS com 4,0 mg L' de BAP.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 14 — Porcentagem de formacao de gemas adventicias do tipo de meloeiro Pele de Sapo

em meios de cultura MS com diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP), aos 38

dias ap0s a inoculagdo in vitro dos explantes de cotilédones.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

**Legenda - Controle: MS sem reguladores de crescimento; BAP 1,0: MS com 1,0 mg L' de BAP; BAP 2,0:
MS com 2,0 mg L' de BAP; BAP 3,0: MS com 3,0 mg L' de BAP; BAP 4,0: MS com 4,0 mg L' de BAP.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 15 — Calos formados aos 38 dias, apds a inoculacdo in vitro de explantes de cotilédone
de meloeiro tipos Cantaloupe e Pele de Sapo, apresentando desenvolvimento de gemas
adventicias (setas). a, b, e. Calos do tipo Cantaloupe em meio MS com BAP 1,0; 2,0 e 4,0 mg
L respectivamente. ¢, d. Calos de Cantaloupe em meio MS com BAP 3,0 mg L f, g, j.
Calos do tipo Pele de Sapo em meio MS com BAP 1,0; 2,0 e 4,0 mg L, respectivamente. h,
i. Calos de Pele de Sapo em meio MS com BAP 3,0 mg L'!. Barras: 1 cm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A inducdo de gemas adventicias em explantes cotiledonares de meloeiro de cultivares
comerciais, também foi relatada na variedade reticulatus cultivar hibrido Muskmelon por
Rhaman e colaboradores (2012) em meio MS contendo 1,0 mg L' de BAP com 88,12% de
taxa de indugdo. A pequena diferenca na porcentagem de inducdo de gemas adventicias, de
88,12 para 80%, e a grande variacdo da concentracdo de BAP, de 1,0 para 3,0 mg L,
observadas nesse estudo e nos resultados obtidos no presente trabalho indicam que a varidvel
genotipica estd relacionada com a inducdo da organogé€nese, levando em conta que as
culturas foram mantidas sob as mesmas condicdes, temperatura, 25 + 1 °C, fotoperiodo, 8/16
horas (escuro/luz), e intensidade luminosa, 30 umol.m'z.s'l, nos dois trabalhos. O efeito de
BAP como uma potente citocinina na indu¢ao de gemas adventicias, sem haver a necessidade
da adicao de auxinas no meio, € relatado em varios outros estudos com cucurbitidceas (NTUI
et al., 2009; LIU et al., 2013; GROZEVA & VELKOV, 2014), o que € condizente com 0s

resultados observados neste trabalho.
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4.2.4.2 Numero de gemas e brotos adventicios por calo

O meloeiro Cantaloupe apresentou um méximo de 3,8 gemas por explante no meio
contendo BAP 2,0 mg L', mas sem diferenca significativa entre as outras concentragdes de
BAP testadas. Quanto ao nimero de brotos por explante s6 foi significativo nos tratamentos
com concentracdes de BAP a partir de 2,0 mg L' com no méximo 1,3 brotos por calo (Tabela
6). Com excecao dos brotos com folhas visiveis a olho nu, os menores brotos formados de
Cantaloupe puderam ser visualizados com o auxilio de microscépico estereoscopico, sendo
feita a identificacdo visual de folhas, dessa forma foi entdo confirmado que essas estruturas
também se tratavam de brotos (Figura 17). Mesmo os brotos sendo o préximo estigio de
desenvolvimentos das gemas, poucas gemas chegaram a desenvolver-se em brotos (Figura

16), e as gemas restantes apenas expandiram em tamanho.

Tabela 6 — Nuimero médio de gemas e brotos adventicios do tipo de meloeiro Cantaloupe em
meios de cultura MS com diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP), aos 38

dias ap6s a inoculacdo in vitro dos explantes de cotilédones.

Numero de gemas por cale Nimero de brotos por calo

Tratamentos
Meédias

MS sem regulador de

crescimento {controle) 0.0k 0.0b
MS + BAP 1.0 mg/L 2.7a 04b
MS + BAP 2,0 mg/L 38a 13a
MS + BAP 3,0 mg/L 26a l.la
MS + BAP 4.0 mg/L 3.2a 1.0a
Meédia geral 2.5 0.8

*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o Pele de Sapo ndo houve diferenca significativa no nimero de gemas formadas
por calo em quaisquer tratamentos, apesar disso o nimero maximo atingido foi de 2,6 gemas
por calo no meio suplementado com 1,0 mg L' de BAP (Tabela 7). Nenhuma das gemas
induzidas em todos os tratamentos atingiu o estigio de brotos, aos 38 dias de cultivo in vitro.
Constatou-se notdvel diferenca no nimero de gemas e brotos induzidos nos dois tipos de C.
melo mesmo sob as mesmas condicdes ambientais, mesmo tipo e idade de explante,
sugerindo que o genoétipo seja a fonte principal de variabilidade. O efeito da adi¢do, ao meio

de cultura, apenas de citocininas na indugdo de organogénese foi relatado por Stipp e
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colaboradores (2001), esses autores registraram os melhores resultados de formacdao de
gemas adventicias, com 7,59 gemas por explante, em cotilédones de meloeiro variedade
inodorus, cultivares Yellow King e o hibrido AF-522 em meio MS suplementado apenas com
1,0 mg L' de BAP. A diferenca entre o niimero de gemas por explante obtida por Stipp e o
nimero de gemas por explante obtidas pelo Pele de Sapo do presente estudo pode ser

resultante da diferenca genotipica entre os tipos de C. melo.

Figura 16 — Calos formados aos 38 dias, apds a inoculacao in vitro de explantes de cotilédone
do tipo Cantaloupe, apresentando desenvolvimento de brotos (setas). a. Calos em meio MS
com BAP 1,0 mg L'!. b. c. Calos em meio MS com BAP 2,0 mg L!. d. Calos em meio MS
com BAP 3,0 mg L'!. Barras: 1 cm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Sebastiani e Ficcadenti (2016) obtiveram sucesso na indugdo da organogénese em seis
genoétipos diferentes da variedade de meloeiro cantalupensis, a partir de explantes de
cotilédones inoculados em meios MS contendo BAP na presenca de acido indolacético
(AIA). Eles observaram que cada gendtipo comportou-se de maneira diferente, tanto na
frequéncia de regeneragdo quanto no nudmero de brotos formados por explante. Seus
resultados mostram que a frequéncia de regeneracao variou de 7,4 a 84,5%, dependendo do
gendtipo de meloeiro e da formulacdo nutritiva testada, ratificando assim a dependéncia do
gendtipo no sucesso da regeneracdo de C. melo. Kintzios e Taravira (1997) também

concluiram que somente seis das catorze cultivares comerciais de C. melo responderam
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positivamente a diferentes tratamentos de inducdo da organogénese de brotos, indicando que

a habilidade de regeneracdo é genétipo-dependente.

Tabela 7 — Nimero médio de gemas e brotos adventicios do tipo Pele de Sapo em meios de
cultura MS com diferentes concentra¢des de 6-benzilaminopurina (BAP), aos 38 dias apds a

inoculagdo in vitro dos explantes de cotilédones.

Nimero de gemas por cale  Nuamero de brotos por calo

Tratamentos
Médias

MS sem regulador de )
crescimento (controle) 0.0a

MS + BAP 1.0 mg/L 26a -
MS + BAP 2.0 mg/L 04a -
MS + BAP 3,0 mg/L 15a -
MS + BAP 4.0 mg/L 10a -
Meédia geral 0.9 -

*Médias com letras iguais, nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 17 — Brotos excisados dos calos, obtidos a partir de explantes cotiledonares, do tipo
Cantaloupe, visualizados com o auxilio de microscépico estereoscopico, apresentando folhas
(setas). a. Broto formado no meio MS contendo 1,0 mg L' de BAP (Barra: 3 mm) b. Broto
formado no meio MS contendo 2,0 mg L' de BAP (Barra: 3 mm) c. Broto formado no meio
MS contendo 3,0 mg L' de BAP (Barra: 1 mm) d. Broto formado no meio MS contendo 4,0
mg L' de BAP (Barra: 4 mm) e. Broto formado no meio MS contendo 3,0 mg L' de BAP

(Barra: 4 mm).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.4.3 Andlise qualitativa do subcultivo de gemas e brotos adventicios

Ao serem repicadas para o meio MS sem fitorreguladores, as gemas inoculadas
apenas aumentaram de tamanho, mas sem desenvolvimento de brotos em ambos os
meloeiros, Cantaloupe e Pele de Sapo. Ja os brotos, apenas do Cantaloupe, continuaram o
desenvolvimento de forma bastante lenta, em sua maioria com um aspecto vitrificado e
disforme, sem qualquer alongamento. Apenas um broto proveniente do cultivo em MS
adicionado de BAP 2,0 mg L™, que ndo apresentou aspecto vitrificado, desenvolveu-se, mas
ndo alongou. Apds 56 dias de subcultivo este mesmo broto apresentou o desenvolvimento de
cinco botdes florais masculinos, destes apenas um iniciou expansao e com 9 dias a flor abriu
(Figura 18 a, b). Apds 77 dias mais um broto, dessa vez proveniente do cultivo em MS
suplementado com BAP 3,0 mg L', demonstrou o desenvolvimento de botdes florais, mas de

aspecto levemente vitrificado (Figura 18 c).

Figura 18 — Brotos do meloeiro do tipo Cantaloupe obtidos a partir de explantes
cotiledonares, em subcultivo no meio MS sem fitorreguladores, visualizados com o auxilio de
microscopico estereoscopico, apresentando desenvolvimento de flores in vitro (setas). a, b.
Broto formado no meio contendo 2,0 mg L! de BAP. c. Broto formado no meio contendo 3,0

mg L' de BAP. Barras: 500 mm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Até o presente momento a floracdo in vitro de C. melo ainda nao havia sido reportada.
No entanto, a ocorréncia de floragcdo in vitro dentro do género Cucumis ja havia sido relatada
(KIELKOWSKA et al., 2012; ADHIKARI et al., 2012; AMEHA et al., 1998). Sangeetha e
Venkatachalam (2014) obtiveram 27,3 flores por broto apds 3 semanas de cultivo em meio
MS contendo 0,5 mg L' de BAP suplementado com sacarose a 6%. Essas flores
desenvolveram-se em brotos multiplicados e alongados cultivados primariamente em meio

MS contendo diferentes concentragdes e combinacdes de BAP e CIN (Cinetina ou 6-



31

furfurilaminopurina) a partir de gemas apicais como explantes de plantulas germinadas in
vitro da espécie Cucumis sativus. Esses autores ainda observaram formacdo de frutos em
algumas dessas culturas in vitro.

A floragdo in vitro de meloeiro observada neste trabalho ndo foi expressiva o
suficiente para a obtencdo de conclusdes acerca de sua indugdo, mas pode-se dizer que ela é

possivel de ser atingida.
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5 CONCLUSOES

Sementes do meloeiro tipo Cantaloupe desinfestadas superficialmente, contendo
tegumento e embebidas em dgua destilada autoclavada por 24 horas, apresentam maior taxa e
velocidade de germinacdo em comparagdo com as sementes que ndao foram embebidas. A
remogao do tegumento resulta na germinacdo in vitro mais rapida e uniforme das sementes de
meloeiro em comparagdo com as sementes com tegumento, tornando-se assim indispensdvel
em estudos que demandam uniformidade do material vegetal em uma mesma fase de
desenvolvimento como fonte de explantes, sendo a melhor forma de germinar sementes de
meloeiro Cantaloupe.

Na organogénese, entre os tipos de meloeiro estudados, ‘Cantaloupe’ regenera o
maior nimero de gemas adventicias por explante cotiledonar e induz a maior formacdo de
calos, quando comparado ao Pele de Sapo. A inducdo da organogénese como método de
regeneracdo de plantas em meloeiro € uma via que pode ser utilizada na induc¢do de gemas
adventicias a partir de explantes cotiledonares. O uso de BAP como citocinina indutora de
organogénese permite a formacgdo de calos e a regeneracdo de gemas adventicias, sendo, 3,0
mg L' a melhor concentracio de BAP, para o Cantaloupe e para o Pele de Sapo apenas
quanto a formacao de calos. O tipo Pele de Sapo ndo mostrou resultados conclusivos quanto a
indu¢do de gemas adventicias. Em meloeiro, a gendtipo-dependéncia exerce grande
influéncia nas respostas morfogenéticas. Entretanto sdo necessarios mais estudos com outros
tipos, utilizando um maior espectro de concentragdes de BAP e/ou de outras citocininas
adicionadas ao meio de cultura, bem como o uso de explantes cotiledonares de diferentes

idades, para se alcancar taxas mais elevadas de formacdo de gemas adventicias.
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