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RESUMO

Para 0 meldo, a técnica de obtencdo de haploides é pouco acessivel, pois necessita de
equipamentos muito caros, utiliza fontes de radiacdo seriamente nocivas aos organismos vivos
e demanda doses extremamente altas. Por outro lado, é possivel obter individuos haploides
por métodos alternativos, como cultivo in vitro de anteras ou de 6vulos e cruzamentos
interespecificos. Simultaneamente, € necessario definir um protocolo eficiente de
multiplicacdo dos individuos haploides e di-haploides, evitando a perda prematura de
genotipos promissores. Nesse contexto, buscou-se: | - determinar um protocolo eficiente para
estabelecer o cultivo in vitro de meloeiro, definindo o explante mais recomendado, tanto para
micropropagacdo quanto para a androgénese da cultura; 11 - avaliar a eficiéncia de anteras na
haploidizacdo e de gavinhas multiplicacdo in vitro por meio de organogénese e embriogénese
indiretas, respectivamente; Il - definir uma espécie de cucurbitacea capaz de induzir a
formacédo de haploides nas trés variedades botanicas de meloeiro comercialmente cultivadas.
O protocolo mais adequado para a fase inicial de estabelecimento do cultivo in vitro foi o que
usa gavinha como explante, desinfestada com etanol 70% (1 min) + hipoclorito de sédio
(NaClO) e 0,1% de cloro ativo (7,5 min), seguida de trés enxagues em agua destilada
autoclavada, por um minuto, cada. As flores coletadas em pré-antese mostraram maior
potencial para a androgénese da cultura, por resultarem em baixos niveis de contaminacdo e
evitarem a perda dos grdos de pdlen durante o processo de desinfestacdo. A calogénese a
partir de gavinha e anteras de meloeiro amarelo mostrou ser influenciada de forma distinta
pelos reguladores de crescimento tanto na organogénese quanto na embriogénese somatica
tendo os calos obtidos a partir de anteras com potencial para formagdo de embriGes somaticos.
Quantos aos cruzamentos interespecificos, das 11 cucurbitaceas avaliadas apenas o0s pélens de
abobrinha e mel&o-de-séo-caetano conseguiram estimular a formagéo de frutos de meléo, e
apenas nos cruzamentos entre abobrinha e as variedades inodorus e reticulatus houve a
formacgéo de embrides com caracteristicas haploides. Ja quando o polen da cucurbitacea foi
misturado ao polen da planta receptora, a formacéo de frutos ocorreu em todos os tratamentos,
todavia, ndo houve a formacao de sementes haploides. Abobrinha e meldo-de-sdo-caetano séo
capazes de formar frutos partenocarpicos em meloeiro. No entanto, apenas nos cruzamentos

com abobrinha foram produzidas sementes com caracteristicas tipicas de haploide.

Palavras-chave: Cucumis melo. Dihaploidizagdo. Androgénese. Resgate de embrides.



ABSTRACT

For melons, a haploid selection technique is somewhat affordable, as a very long power
source uses energy sources that are seriously harmful to living organisms and extremely high
dose doses. On the other hand, it is able to detect haploids by alternative methods, such as in
vitro culture of anthers or ova and interspecific crosses. Simultaneously, it is an efficient
protocol for the multiplication of haploid and dihaploid individuals, avoiding a premature loss
of promising genotypes. In this context, we sought to: | - determine a protocol to establish the
in vitro culture of melon, defining the most recommended explant, both for micropropagation
and for a culture androgenesis; Il - to evaluate the efficiency of haploidization anthers and
drawers in vitro by means of indirect organogenesis and embryogenesis, respectively; Il -
define a cucurbit species capable of inducing a haploid formation in the three commercially
cultivated botanical varieties of melon. The most probabilistic for the initial phase of the in
vitro culture was the one that the tendon took as explant, disinfected with ethanol 70% (1
min) + sodium hypochlorite (NaClO) and 0.1% active chlorine (7.5 min) , followed by three
rinses in autoclaved distilled water for one minute each. The flowers collected in pre-anthesis
should have greater potential for an androgenesis of the crop, through different levels of
contamination and loss of pollen grains during the disinfestation process. Calogenesis from
germination and anthers of yellow melon was influenced by the distinct form of growth
regulators in both organogenesis and somatic embryogenesis with calli obtained from anthers
with potential for the formation of somatic embryos. As for interspecific crosses, of the 11
cucurbits evaluated only the pollen of zucchini and melon-de-sdo-caetano were able to
stimulate a formation of melon fruits, and only in the crossbreeding between the zucchini and
the inodorus and reticulatus varieties there was a formation of embryos with haploid
characteristics When the pollen from the cucurbit was mixed with the pollen of the recipient
plant, a new fruit of all treatments, however, there was no formation of haploid seeds.
Zucchini and melon-de-séo-caetano are able to form parthenocarpic fruits in melon. However,

only in the crosses with soybean seeds with typical haploid characteristics.

Keywords: Cucumis melo. Dihaploidization. Androgenesis. Rescue of embryos.
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Tipos de explantes diploides de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus)
amarelo hibrido Goldex utilizados: folha jovem (esquerda), gemas apicais
(centro) e segmento de gavinha (direita), com aproximadamente 1,0 cm
de comprimento. Barra = 1,0 cm.

Flor masculina de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo
hibrido Goldex, em estadio de pré-antese (A) e de antese (B).

Anteras de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido
Goldex oriundas de flores em antese. Antes da desinfestagdo, com o0s
grdos de pdlen aderidos a teca (A), e ap0s a desinfestacdo, sem a presenca
dos gréos de pélen (B).

Explante de gavinha de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus)
amarelo hibrido Goldex. Caracteristicas avaliadas: A) auséncia de
calogénese; B) presenca de calo de coloracao verde; C) calo de coloracédo
bege; D) presenca de raiz; E) oxidacdo média; e, F) medicdo da area do
calo. Barra =10 mm.

Aspecto dos explantes de gavinha de meloeiro (Cucumis melo L. var
inodorus) amarelo hibrido Goldex, 60 dias ap6s a inoculacdo em meio
MS contendo diferentes concentracdes de 6-furfurilaminopurina (KIN) e
acido indolacético (AlA). Barra = 10 mm.

Aspecto dos explantes de antera de meloeiro (Cucumis melo L. var
inodorus) amarelo hibrido Goldex, 60 dias ap6s a inoculacdo em meio
MS contendo diferentes concentracdes de 6-furfurilaminopurina (KIN) e
acido indolacético (AlA). Barra = 10 mm.

Aspecto dos explantes de gavinha de meloeiro (Cucumis melo L. var
inodorus) amarelo hibrido Goldex, 60 dias ap6s a inoculagdo em meio
MS contendo diferentes combinagbes de 6-benzilaminopurina (BAP),
acido naftalenoacético (ANA) e acido 2,4 -diclorofenoxiacético (2,4-D).
Barra =10 mm.

Aspecto dos explantes de gavinha de meloeiro (Cucumis melo L. var
inodorus) amarelo hibrido Goldex, 60 dias ap6s a inoculagdo em meio
MS contendo diferentes combinagbes de 6-benzilaminopurina (BAP),
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acido naftalenoacético (ANA) e &cido 2,4 -diclorofenoxiacético (2,4-D).
Barra = 10 mm.

Croqui do Experimento I na casa de vegetacdo, no segundo semestre de
2017.

Croqui do Experimento Il na casa de vegetagédo, no primeiro semestre de
2018.

Aspecto das sementes de 10 espécies da familia cucurbitacea em células
de polietileno contendo substrato para germinacdo. Da esquerda para a
direita, em coluna: moranga (Cucurbita méxima), pepino (Cucumis
sativus), melancia (Citrullus lanatus), abdbora (Cucurbita moschata),
maxixe do Norte (Cucumis anguria), abobrinha (Cucurbita pepo), bucha
(Luffa aegyptiaca), cabaca (Lagenaria siceraria), maxixe bravo
(Cucumis dipsaceus) e meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia).
Etapas da hibridizagao artificial de meloeiro: A - flor feminina protegida;
B - flor masculina protegida com capsula de gelatina; C - retirada das
pétalas da flor feminina; D - retirada das pétalas da flor masculina; E -
polinizagdo artificial; F - estigma polinizado; G - flor polinizada,
protegida com céapsula de gelatina, e identificada; e, H - fruto obtido e
identificado.

A - Fruto identificado; B - pulverizacdo com alcool etilico 96%; C —
método dry burning; D — extracdo de sementes em frutos cortados
longitudinalmente; E — avaliacdo de embriGes em microscopio
estereoscopico; F - semente sem embrido (esquerda), com embrido e
endosperma reduzidos (centro) e completamente formada (direita).
Estruturas reprodutivas de cinco espécies de cucurbitaceas. Antera,
estigma e estigma polinizado de meldo-de-sdo-caetano (Momordica
charantia) (A, B e C), abobrinha (Cucurbita pepo) (D, E e F), cabaca
(Lagenaria siceraria) (G, H e I), maxixe bravo (Cucumis dipsaceus) (J, K
e L) e antera e estigma polinizado de bucha (Luffa aegyptiaca) (M e N).
Frutos controles das espécies testadas em ambos 0s experimentos. Meldo
(A), Meléo-de-sdo-caetano (B), Pepino (C), Maxixe do Norte (D),
Maxixe Liso (E), Melancia (F), Bucha (G), Cabaca (H), Maxixe bravo
(), Moranga (J), Abobrinha* (K), Abdbora* (L). *Os experimentos

56

56

57

58

59

62

63



Figura 16-
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foram encerrados antes do desenvolvimento completo dos frutos de
abdbora e abobrinha.

Aspecto morfologico de graos de pélen de 13 cucurbitdceas em aumento
optico de 200x. Abobrinha (Cucurbita pepo) (A), Moranga (Cucurbita
maxima) (B), Abodbora (Cucurbita moschata) (C), Mela-de-sdo-caetano
(Momordica charantia) (D), Bucha (Luffa aegyptiaca) (E), Melancia
(Citrullus lanatus) (F), Meldo (Cucumis melo var. cantalupensis) (G),
Meldo (Cucumis melo var. inodorus) (H), Meldo (Cucumis melo var.
reticulatus) (1), Maxixe do Norte (Cucumis anguria) (J), Pepino (Cucumis
sativus) (K), Maxixe Bravo (Cucumis dipsaceus) (L), Cabaga (Lagenaria
siceraria) (M). Barra = 100 pum.

Seccdo longitudinal de flores femininas de 10 espécies de cucurbitaceas,
coletadas em antese, evidenciando as estruturas reprodutivas (estigma,
estilete e ovario). Moranga (Cucurbita méxima) (A), Meldo (Cucumis
melo) (B), Abobrinha (Cucurbita pepo) (C), Maxixe Bravo (Cucumis
dipsaceus) (D), Maxixe do Norte (Cucumis anguria) (E), Mel&o-de-sdo-
caetano (Momordica charantia) (F), Melancia (Citrullus lanatus) (G),
Cabaca (Lagenaria siceraria) (H), Pepino (Cucumis sativus) (1), Bucha
(Luffa aegyptiaca) (J). Barra =1 cm.
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1 ESTADO DA ARTE

Aspectos econdbmicos

O meldo (Cucumis melo L.) é uma das hortalicas de maior relevancia no mundo,
atingindo, em 2017, uma producdo de quase 32 milhdes de toneladas, em mais de 1,22
milhdes de hectares colhidos (FAO, 2018). China, Turquia, Ird, Egito e india, os maiores
produtores, responderam por mais de 68% do total produzido nesse ano. Nesse mesmo ano, 0
Brasil ocupou a 112 posi¢édo, contribuindo com quase 2% da produ¢do mundial (FAO, 2018).
Em 2017, a producéo brasileira superou 540 mil toneladas do fruto, em uma area de 23,4 mil
ha colhidos, e, embora todas as regides do Brasil produzam mel&o, o Nordeste forneceu mais
de 95% da producdo nacional (IBGE, 2018).

Os Estados do Ceard e do Rio Grande do Norte destacam-se como 0s principais
produtores nacionais de mel&o, contribuindo com 76% do percentual regional (IBGE, 2018).
No ambito das exportacGes, nesse mesmo ano, mais de 37% (224,6 toneladas) do total
produzido foi destinado ao mercado externo, o que movimentou quase 150 milhdes de
dolares. Vale ressaltar que o meldo vem sendo o principal produto da pauta de exportacao
agricola de ambos os Estados. Os principais destinos da fruta foram Holanda (95,8 mil
toneladas/US$64 milhdes), Reino Unido (58,8 mil toneladas/US$42,4 milhdes) e Espanha
(48,8 mil toneladas/28,9 milhdes). No primeiro bimestre de 2018, as exportacdes tiveram

aumento de mais de 30%, em relacdo ao mesmo periodo de 2016 (MDIC, 2018).

Aspectos botanicos

A familia Cucurbitaceae inclui diversas hortalicas de grande valor econémico, como
pepino (Cucumis sativus var. Sativus L.), meldo (Cucumis melo L.), abobora (Cucurbita
moschata Duchesne ex Poir.), Abdbora (Cucurbita pepo L.) e abdbora de verdo (Cucurbita
pepo L.), melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai), abdbora de inverno
(Cucurbita maxima Duch. ex Lam.) e outras espécies, cultivadas em todo o mundo, pelas
mais diferentes etnias (DONG et al., 2016). Dentre essas, Cucumis melo L., destaca-se como
uma das principais cucurbitaceas economicamente cultivadas no Brasil (LOPES;
CARVALHO; PESSOAL, 2003).

Segundo a classificacdo de PITRAT; HANELT; HAMMER (2000), a espécie Cucumis

melo ¢é subdividida em dezesseis variedades botanicas, cinco das quais foram atribuidas a
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subespécie agrestis (conomon, makuwa, chinensis, momordica e acidulus) e 11 a subespécie
melo (cantalupensis, reticulatus, adana, chandalak, ameri, inodorus, flexuosus, chafe, tibish,
dudaim e chito). Posteriormente, a variedade tibish foi reenquadrada para a subespécie
agrestis (PITRAT, 2013).

Grande parte dos gendétipos produzidos comercialmente no pais pertence a trés
variedades boténicas: (1) Cucumis melo var. inodorus, Jacquin - andromondicas, com frutos
variando de redondo a eliptico, muitas vezes pontudo na regido do peddnculo, coloracdo da
casca branca, amarela ou verde escura, coloracdo uniforme ou com manchas, muitas vezes
enrugado, com ou sem costelas, polpa de coloracdo branca e doce, amadurecimento tardio,
sem aroma (inodoros), ndo climatéricos, com longa vida (til, e sementes grandes (PITRAT et
al., 2000; PITRAT, 2008; PITRAT, 2013); (2) Cucumis melo var. cantalupensis, Naudin -
geralmente sdo plantas andromondicas, sendo as demais mondicas. Com frutos doces,
aromaticos e climatéricos, com baixa resisténcia ao transporte e reduzida vida pos-colheita,
que se desprendem do pedunculo quando maduros. 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 - andromonoicas, com frutos climatéricos e aromaticos, de sabor doce,
com formato redondo ou ligeiramente oval, casca reticulada com ou sem costelas e cor
variando de amarela a verde escura, polpa de coloracdo laranja (as vezes verde) e sementes
amarelas de tamanho médio (PITRAT et al., 2000; PITRAT, 2008; PITRAT, 2013).

Comercialmente, os grupos sdo divididos em tipos. Por tipo deve ser entendido um
grupo de cultivares ou de hibridos que apresentam uma ou mais caracteristicas semelhantes,
identificaveis facilmente e diferenciadas dos demais, tal como o aspecto da casca — cor
quando maduro, presencga ou auséncia de suturas, cicatrizes, reticulacdo ou rendilhamento, cor
da polpa, formato do fruto, etc (MENEZES et al., 2000). Os tipos mais comercializados no
mercado brasileiro sdo: Amarelo, Pele de Sapo e Honey Dew (pertencentes a variedade
inodorus) e Cantaloupe, Galia (pertencentes a variedade reticulatus) e Charentais

(pertencentes a variedade cantaloupensis).

Melhoramento genetico

As cucurbitaceas sdo espécies de reproducdo mista, e dada sua estrutura populacional,

devem ter desenvolvido um balanco homozigotico, ndo apresentando depressdo quando
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submetidas a endogamia (ALLARD, 1996). Portanto, o meloeiro pode ser considerado tanto
de polinizacdo cruzada quanto de autofecundacdo, podendo ser submetida a métodos de
melhoramento apropriados para ambos 0s tipos de planta.

O uso de sementes hibridas € restrito a espécies cujos aumentos nos custos de producao
sdo suplantados pela superioridade dos hibridos, em funcdo do vigor hibrido e/ou
uniformidade na qualidade, em relacdo as cultivares de polinizacdo aberta (FORSBERG;
SMITH, 1980). A cultura do meldo se enquadra nesse contexto, pois possui uma estrutura
genética que suporta autofecundagdes sucessivas e sua producdo de sementes hibridas tem
preco acessivel, além de permitir o controle genético de pragas e doengas importantes por
meio da incorporagéo de alelos de resisténcia em pelo menos uma das linhagens parentais dos
hibridos (McCREIGHT et al., 1993).

Segundo Fehr (1987) essa estratégia de desenvolvimento de hibridos inclui as seguintes
fases: (1) formacdo de uma populacdo segregante; (2) endogamia de individuos da populagéo
até um nivel estavel de homozigose; (3) avaliacdo do desempenho das linhagens per se; (4)
avaliacdo da capacidade geral e especifica das combinac@es das linhagens; (5) avaliacdo dos
hibridos potenciais e (6) producdo de sementes hibridas.

A aplicacdo de métodos de melhoramento em paralelo, promovendo o acimulo de
alelos favoraveis em linhagens-elite, permite o uso de hibridos de meloeiro F; com resisténcia
multipla, alta qualidade de frutos e adaptadas as areas-alvo de producdo (McCREIGHT et al.,
1993). Ademais, produtores de meldo, sobretudo os que utilizam niveis elevados de
tecnologia, tém preferéncia por cultivares hibridas, devido a alta produtividade, resisténcias a
pragas e doencas importantes, qualidade dos frutos e uniformidade de colheita (NUNES et al.,
2016).

Dihaploidizacéo

Como mencionado, uma das etapas iniciais dos programas de melhoramento é a
obtencédo de linhas homozigotas puras para posterior transferéncia dos genes de interesse. No
meldo, a obtencdo dessas linhas, por meio do melhoramento classico, requer uma quantidade
consideravel de tempo e recursos para gerar esse alto grau de homozigose, devido aos
sucessivos ciclos de autofecundagdo e selecdo. Em locais onde a cultura sé avanca um ciclo
por ano, essa fase pode durar mais de 10 anos. Além disso, ndo é possivel obter materiais
100% homozigotos, mesmo apOs esses sucessivos avangos nas geracbes (BAKTEMUR,;
TASKIN; BUYUKALACA, 2013).
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Uma alternativa para contornar esse gargalo é a obtencdo de di-haploides. A fim de
obter um di-haploide, dois passos principais devem ser considerados: a inducdo do
desenvolvimento de haploides (monoploides) e a indugdo da duplicacdo dos cromossomos
desses individuos haploides (SEGUI-SIMARRO; NUEZ, 2008).

Obtencéao de plantas de meloeiro haploides

Nas cucurbiticeas, pelo menos trés técnicas sdo utilizadas para obtengdo dos haploides:
partenogénese haploide in situ (induzida principalmente por polinizagdo com polen
irradiado) (SAUTON; DUMAS VAULX, 1987; BAKTEMUR et al., 2014; KOSMRLJ;
KASTELEC; BOHANEC, 2014; GALAZKA; SLOMNICKA, 2015; KOUAKOU et al.,
2015), ginogénese in vitro (cultura de évulo e ovério in vitro) (MALIK et al., 2011;
GODBOLE; MURTHY, 2012; KOLI; MURTHY, 2013; LI et al., 2013; PLAPUNG et al.,
2014) e androgénese in vitro (cultura de antera e grdo de pélen in vitro) (SUPRUNOVA,;
SHMYKOVA, 2008; HAMIDVAND et al., 2013; USMAN et al., 2015; ABDOLLAHI et al.,
2016).

A eliminacdo somatica de cromossomos, por meio, principalmente, de cruzamentos
interespecificos, seguida do resgate dos embrides, € um método satisfatorio nos géneros
Nicotiana (BURK et al., 1979), Portulaca (OKURA, 1933), Solanum (MAINE, 2003) e
Hordeum (DEVAUX; PICKERING, 2005). No entanto, essa eliminacdo cromossémica
também ocorre em muitos casos de hibridizacdo intergenérica ou entre categorias
taxondmicas mais abrangentes, como: Pyrus pyrifolia x pdlen irradiado de Malus x domestica
(INOUE et al., 2004), Avena sativa x Zea mays (KYNAST et al., 2012), A. sativa x Triticeae
species (ISHII et al.,, 2010), Triticum aestivum X Imperata cylindrica (TAYENG;
CHAUDHARY; KISHORE, 2012; CHAUDHARY et al., 2013), T. aestivum x Coix lacryma-
jobi (PRATAP; CHAUDHARY, 2012), T. aestivum x Zea mays (GUPTA, et al., 2016).

A probabilidade de plantas monoploides serem geradas in vivo, sem que ocorra fusdo
dos gametas, & muito baixa, variando de acordo com a espécie. Em meldo a taxa gira em torno
de 2% (LOFTI et al., 2003) e em algumas espécies de brassicas pode chegar até 35%
(FOISSET et al., 1997).

A escolha do método para a producdo dos haploides depende em grande parte da
resposta especifica da espécie para cada método. Dong et al. (2016) relatam, pelo menos,
cinco fatores que afetam diretamente a ginogénese in vitro, a saber: genotipo da planta

doadora, pre-tratamentos (baixas e altas temperaturas), estagio de desenvolvimento do
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gametofilo feminino, reguladores de crescimento (tipo e concentragcdo no meio de cultura), e
componentes do meio base. Outros fatores, como: fonte de radiacdo, dose de radiacédo e
protocolo de polinizacdo podem influenciar o grau de sucesso alcangado na partenogénese
haploide, via polinizacdo com pdlen irradiado.

Em meldo, a técnica de fertilizacdo do dvulo por meio de polinizagdo com pdlen
irradiado é a mais bem-sucedida e ja vem sendo usada pelo menos desde 1987. Consiste em
submeter os graos de pdlen a uma dosagem de radiacdo capaz de alterar a taxa de fertilizacéo,
apos a germinacdo do pdlen no estigma e o crescimento do tubo polinico dentro do estilo
(SAUTON; DUMAS de VAULX, 1987; MUROVEC; BOHANEC, 2012). Entretanto, a
obtencdo de plantas haploides por meio desta técnica ndo € uma préatica vidvel em alguns
laboratdrios de pesquisa, devido a indisponibilidade de instalacdes especificas de radiacédo
gama. Sendo assim, a realizacdo de cruzamentos interespecificos e a cultura in vitro de ovario
e antera sdo alternativas viaveis.

Embora a técnica seja mais simples, barata e acessivel que a pseudofertilizacdo com
polen irradiado, para o meloeiro, a literatura possui poucos relatos de cruzamentos
interespecificos para a producdo de haploides.

Segundo Guis et al. (1998), o primeiro relato da obtencdo de plantas haploides em
meloeiro, a partir de cruzamento interespecifico, foi o de Dumas de Vaulx, em 1979, entre
Cucumis melo (2n = 4x = 24) polinizado com a espécie tetraploide Cucumis ficifolius A. Rich
(2n = 4x = 48). Entretanto, a producdo de plantas haploides foi muito baixa, apenas trés
plantas foram obtidas de um total de mil sementes, e os resultados foram de dificil
reproducéo.

As espécies que vém sendo empregadas na realizacdo de cruzamentos interespecificos
com C. melo e mencionadas na literatura sdo: C. sagittatus, C. metuliferus, C. sativus e C.
prophetarum (CHEN; ADELBERG, 2000).

Em meloeiro, a cultura in vitro de ovarios néo fertilizados foi relatada pela primeira vez
por Ficcadenti et al. (1999). Diao et al. (2009) estudaram varios fatores na obtencdo de
plantas haploides a partir da cultura in vitro de ovarios, tais como pré-tratamento com choque
térmico, e diferentes concentracdes de reguladores de crescimento e nitrato de prata na
formacgéo dos embrides. Malik et al. (2011) desenvolveram um protocolo para a inducéo 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 identificacéo
da ploidia das plantas regeneradas. Koli e Murthy (2013) propuseram um protocolo simples

para a producdo de haploides e duplohaploides para cv. Mudicode.
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Jé& a cultura in vitro de anteras tem sido relatada com sendo um método eficiente para
producdo de haploides em muitas espécies vegetais (FERRIE et al., 1995), inclusive nas
cucurbitaceas, com meloeiro (CUNY et al., 1993) e pepino (ASHOK KUMAR; MURTHY;
PAEK, 2003; VIZINTIN; BOHANEC, 2004; SUPRUNOVA; SHMYKOVA, 2008;
HAMIDVAND et al., 2013; ABDOLLAHI et al.,, 2016). Nesse contexto, a busca por
metodologias alternativas a radiacdo gama, eficientes para a producdo de dihaploides em
meloeiro, torna-se essencial para reduzir o tempo de obtencdo das linhagens puras, nos

programas de melhoramento da cultura.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) — Codigo de financiamento 001
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2 CAPITULO 1 ESTABELECIMENTO IN VITRO DE MELOEIRO AMARELO

RESUMO

O meloeiro é uma das hortalicas mais relevantes no mundo. Nos programas de melhoramento
que visam a obtencdo de plantas haploides e di-haploides, € de fundamental importancia que
sejam desenvolvidos métodos eficientes de regeneracdo in vitro de plantas por meio da cultura
de tecidos. Na literatura estdo disponiveis protocolos para a regeneracdo de plantas de
meloeiro, entretanto, poucos séo aqueles que tratam da utilizacdo de explantes obtidos a partir
de plantas cultivadas em casa de vegetacdo. Além disso, ndo existem relatos de trabalhos
utilizando gavinha como explante. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi definir o tipo de
explante e o procedimento de desinfestacdo mais adequados para o estabelecimento in vitro da
cultura do meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex, a partir de
explantes oriundos de tecidos diploide e haploide. Para as fontes de explantes diploides, o
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial (3 x 4), sendo
trés tipos de explantes (gema apical, folha jovem e gavinha) e quatro desinfestacdes (I. etanol
70% (1 min) + hipoclorito de sédio (NaClO) com 0,1% de cloro ativo; Il. etanol 70% (2 min)
+ NaClO com 0,2% de cloro ativo; Ill. etanol 70% (3 min) + NaClO com 0,3% de cloro ativo
e IV. etanol 70% (4 min) + NaClO com 0,4% de cloro ativo). Os 12 tratamentos foram
distribuidos em seis repeticdes de cinco tubos, contendo um explante cada. Para a fonte de
explante haploide (antera), o delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (2 x 4), sendo dois estadios de desenvolvimento da flor masculina (pré-
antese e antese) e quatro desinfestacBes (procedimentos equivalentes aos utilizados nos
explantes diploides), totalizando oito tratamentos, com seis repeticdes de cinco tubos
contendo um explante cada, por tratamento. O percentual de oxidacdo e de contaminagédo por
microrganismos foi avaliado 60 dias apos a introducdo dos explantes diploides, e 30 dias apos
a inoculacdo dos explantes haploides, ambos in vitro. Foi estimada a correlagéo entre as
porcentagens de contaminagdo e oxidacdo, considerando os tipos de explante estudado. O
explante gavinha apresentou o menor indice de contaminagdo, quando submetido a
desinfestacdo I. O aumento da concentracdo de cloro na solucdo de desinfestacdo propiciou
maior indice de oxidacdo dos explantes. De modo geral, o percentual de contaminacgdo foi
inversamente proporcional ao percentual de oxidag&o. Considerando cada explante, essa
correlacdo foi significativa apenas para gema apical e folha jovem, mas ndo para gavinha.

Portanto, o explante gavinha e a desinfestacdo em solucao 0,1% de cloro ativo é a combinacéo



24

mais adequada para o estabelecimento da cultura in vitro do meloeiro amarelo. Em relagéo ao
explante haploide, ndo foi observada oxidagdo em nenhum tratamento. As anteras oriundas de
flores em estagio de pré-antese, além de apresentarem menor contaminacdo (3%) do que as
em antese (25%), ndo registraram diferenca significativa entre os tratamentos. Por outro lado,
nas flores em antese, embora os tratamentos com hipoclorito de sédio mais concentrado e com
maiores intervalos de tempo em etanol induzissem baixos niveis de contaminacdo, apds a
desinfestacdo os grdos de pdlen se desprenderam das anteras. Desse modo, conclui-se que
explantes oriundos de flores em estagio de pré-antese sdo mais adequados e o protocolo de
desinfestacdo | é recomendado tanto para gavinha quanto para anteras em estagio de pré-

antese, do hibrido de meloeiro amarelo Goldex.

Termos para indexacéo: Cucumis melo. Explantes. Contaminacéo.
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ABSTRACT

The melon is one of the most relevant vegetables in the world. In breeding programs aimed at
obtaining haploid and dihaploid plants, it is of fundamental importance that efficient methods
of in vitro plant regeneration through tissue culture are developed. In the literature protocols
are available for the regeneration of melon plants, however, few are those that deal with the
use of explants obtained from plants grown in greenhouse. In addition, there are no reports of
work using tendril as an explant. Therefore, the objective of this work was to define the type
of explant and the most adequate disinfestation procedure for the in vitro establishment of
Goldex yellow hybrid melon (Cucumis melo L. var inodorus), from explants originating from
diploid and haploid. For the sources of diploid explants, the experimental design was
completely randomized, in a factorial scheme (3 x 4), three types of explants (apical bud,
young leaf and tendril) and four disinfestations (1. ethanol 70% (1 min) + sodium hypochlorite
(NaClO) with 0.1% active chlorine, 70% ethanol (2 min) + NaClO with 0.2% active chlorine,
70% ethanol (3 min) + NaClO , 3% active chlorine and 70% ethanol (4 min) + NaClO with
0.4% active chlorine). The 12 treatments were distributed in six replicates of five tubes,
containing one explant each. For the haploid explant source (anther), the experimental design
was completely randomized, in a factorial scheme (2 x 4), two stages of male flower
development (pre-anthesis and anthesis) and four disinfestations (procedures equivalent to
those used in the diploid explants), totaling eight treatments, with six replicates of five tubes
containing one explant each, per treatment. The percentage of oxidation and contamination by
microorganisms was evaluated 60 days after the introduction of the diploid explants, and 30
days after the inoculation of the haploid explants, both in vitro. The correlation between the
percentages of contamination and oxidation was estimated, considering the types of explant
studied. The explant tendon showed the lowest contamination index when submitted to
disinfestation I. The increase of chlorine concentration in the disinfestation solution provided
a higher oxidation index of the explants. In general, the percentage of contamination was
inversely proportional to the percentage of oxidation. Considering each explant, this
correlation was significant only for apical bud and young leaf, but not for tendril. Therefore,
the bavin explant and disinfestation in 0.1% active chlorine solution is the most appropriate
combination for establishing the in vitro culture of yellow melon. Regarding the haploid
explant, no oxidation was observed in any treatment. Anthers from pre-anthesis flowers, in
addition to presenting lower contamination (3%) than those in anthesis (25%), did not present

a significant difference between the treatments. On the other hand, in flowers in anthesis,
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although the treatments with sodium hypochlorite more concentrated and with longer intervals
in ethanol induced low levels of contamination, after the disinfestation the pollen grains were
detached from the anthers. Thus, it is concluded that explants from flowers in the pre-anthesis
stage are more adequate and the protocol of disinfestation | is recommended for both tendrils

and anthers in the pre-anther stage of the Goldex yellow melon hybrid.

Index terms: Cucumis melo. Explants. Contamination.
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INTRODUCAO

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma das hortalicas mais relevantes no mundo. Em
2016, foram colhidos aproximadamente 1,25 milhdes de hectares com essa cultura, atingindo
uma producdo de 29,5 milhGes de toneladas (FAOSTAT, 2018). O Brasil, no ano de 2017,
produziu mais de 540 mil toneladas de frutos, em 23.377 ha plantados (IBGE, 2018). A regiédo
Nordeste foi responsavel por mais de 95% dessa producdo nacional, sendo os Estados do
Ceara e do Rio Grande do Norte os principais produtores, contribuindo com 80% do total
regional (IBGE, 2018).

Nos ultimos vinte anos, a cultura incrementou sua participacdo nas exportagdes do
pais, passando de 45,7 mil toneladas, em 1997, para mais de 233,7 mil toneladas, em 2017,
sendo uma fruta brasileira genuinamente de exportacdo, onde mais de 40% da producdo é
exportada (BRASIL, 2018). Praticamente toda exportacdo é feita pelo polo de produgdo do
RN/CE, que é formado pelos agropélos de Mossor6/Acu (RN) e Baixo Jaguaribe (CE), que,
em 2017, absorveu mais de 98% de exportacdes nacionais de meldo (BRASIL, 2018).

No Brasil, as principais cultivares de meloeiro plantadas sdo de Cucumis melo var.
inodorus. Dentre estes, o mais utilizado pelos produtores é o hibrido Goldex, que apresenta
produtividade acima de 20 t/ha e frutos com polpa branca e casca levemente rugosa com cor
amarelo-ouro. S&o frutos com alto teor de sélidos soltveis (acima de 12° Brix), ideais para
exportacdo (COSTA, 2010).

Segundo Dong et al. (2016) sdo utilizados trés processos diferentes de obtencdo de
plantas haploides e homozigotas dihaploides nos programas contemporaneos de
melhoramento genético de cucurbitaceas: partenogénese haploide in situ (induzida
principalmente por polinizacdo com pdlen irradiado); ginogénese in vitro (cultivo in vitro de
ovarios e de 6vulos) e androgénese in vitro (cultivo in vitro de anteras e de micrdsporos).
Porém, para a aplicacdo dessas técnicas biotecnologicas, Pereira et al. (1999) ressaltam que é
de fundamental importéncia que se obtenham metodos eficientes de regeneracdo de plantas
por meio da cultura de tecidos.

Para meloeiro, tém sido descritos protocolos de inducdo e de regeneracdo pela via
tanto organogénica quanto embriogénica. A regeneracdo de plantas tem sido obtida por meio
de explantes oriundos de tecidos diploides, tais como: cotilédone (MOLINA; NUEZ, 1995;
GUIS et al,, 2000; YALCIN MENDI et al.,, 2010; ZHANG et al., 2014), hipocotilo
(MOLINA; NUEZ, 1995), folha (MOLINA; NUEZ, 1995; GUIS et al., 2000), gema apical
(NADERI et al., 2016), peciolo (NADERI et al., 2016), raiz (KATHAL et al., 1994),
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segmento nodal (EZURA et al., 1992) e embrido zigotico (FICCADENTI; ROTINO, 1995;
RHIMI et al., 2006; ZHANG et al., 2014). Considerando tecidos gaméticos, poucos sao 0s
trabalhos desenvolvidos para a cultura, visando a producdo de haploides, como os que usam
ovulos, anteras e ovarios (DRYANOVSKA; ILEVA, 1983; DRYANOVSKA, 1985;
FICCADENTI et al., 1999; KOLI; MURTHY, 2013; MALIK et al., 2011). O uso de anteras
esta restrito a dois trabalhos, ndo sendo relatada, em nenhum deles, a metodologia para o
estabelecimento in vitro do explante (DRYANOVSKA,; ILEVA, 1983; DRYANOVSKA,
1985). Além disso, uma analise conjunta de todos esses estudos revela uma grande variacéo
nas respostas morfogenéticas, indicando que diversos fatores podem afetar a eficiéncia dos
protocolos, tais como gendtipo, fonte de explante, condi¢Bes de cultivo e fatores fisicos.

Cid e Teixeira (2010) mencionam que a escolha do tipo de explante a ser introduzido
in vitro podera ser influenciada por vérios fatores, tais como: disponibilidade de material,
nivel de contaminacdo, juvenilidade do tecido e estacdo do ano, e que nem todos os explantes
reagem da mesma forma a uma determinada condicéo in vitro.

A maioria dos trabalhos com a cultura de tecidos de meloeiro utilizam explantes
obtidos a partir da germinacdo in vitro de sementes, sendo poucos aqueles que fazem uso de
explantes excisados de plantas adultas (STIPP et al., 2001). O uso de explantes obtidos a
partir da germinacgdo de sementes in vitro € uma pratica mais empregada, tendo em vista que a
desinfestacdo é feita na prépria semente, e ndo diretamente nos explantes a serem
introduzidos in vitro (Tabela 1). Porém, quando se faz uso de explantes excisados de material
mantido no campo ou em casa de vegetacdo, a desinfestacdo, ou seja, a remocdo de
contaminantes existentes na superficie do proprio explante € um passo inevitavel na cultura in
vitro (CID; TEIXEIRA, 2010).

O processo de desinfestagdo, primeira etapa para o estabelecimento de uma cultura in
vitro, implica na eliminagdo dos microrganismos superficiais do explante, a fim de evitar
contaminacfes extremamente prejudiciais na introducdo, incubacdo e manipulacdo do
material. Os microrganismos contaminantes sdo geralmente bactérias e fungos (SOUZA et al.,
2006a). Segundo esses autores, as contaminagdes fungicas sdo mais faceis de controlar do que
as bacterianas, além de ocorrerem com menor frequéncia. J& as contaminacgdes bacterianas sdo
realmente mais drasticas e trazem como consequéncias perda de tempo e recursos financeiros
ou geneticos, para eliminacdo dos frascos contaminados, e riscos de distribuicdo de plantas

contaminadas.
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Tabela 1- Gendtipos/cultivares e procedimentos utilizados na desinfestacdo de sementes de meloeiro, visando o estabelecimento da cultura in vitro.

Procedimento de desinfestacdo das sementes

Remocao do NaClO Referéncia
Genotipo/Cultivar tegumento antes 0 x Detergente na solugdo | Enxagues em &gua x I
da desinfestacéo Etanol 70% (cont(; e;tprg;;ao i de NaCIO destilada autoclavada Observagao bibliografica
N Apos a desinfestacdo, armazenado Garcia-
- 04 - !
f;(;'?’c;glegfaiss?po’ Blanco e BGV Sim Né&o Zolh(w)irfjtos Né&o 6 em agua autoclavada durante a Almoddvar et
noite a 26°C al., 2017
04 - -
Mashhadi e Eivanaki Sim Nao 5’0. /0 Nao 4 Agua de enxague a 50 °C Raji et al., 2017
30 minutos
. N 1,5% - 2 gotas de Tween-20 Naderi et al.,
Gogarb Sim Dols minuitos 20 minutos | por 100 mL de solucdo 4 i 2016
‘Charentais-T’, ‘Vedrantais’, oh —
‘Isabelle’ e linhagens DH (NAD, DH- Sim De 30 a 60 1’5. % Nao 3ou4d - .Sebastla}nl &
segundos 30 minutos Ficcadenti, 2016
L2 e DH-L6)
500- Trés Remocéo do tegumento por meio
Cantaloup Charentais Sim Né&o T 2 gotas de 7X-0-matic . da imersdo em solugdo de HCI Peraita, 2016
30 minutos (5, 10 e 15 minutos) (10%)
* 3 0,
CM-23 (linhagem andromonoica) Sim 30 segundos Néao* Né&o 1 Solugdo de H9C|2 a0,1%por10 | Zhang etal.,
minutos 2014
30%.- Imersdo em agua autoclavada por 4
Honeydew Nao Néo T 1 gota de Tween-20 3 a 8 horas para retirada do Renetal., 2013
30 minutos
tegumento
T . . 20,0 % - 2 gotas de Tween-20 ) Tekdal &
Hasanbey e Cinikiz Sim 10 minutos 10 minutos por 100 mL 3 Centiner, 2013
Geumrang, Geumssaragi, Geumguan, o )
Geumdong, Nao Néo 0'6. % 3 gotas de Tween-20 3 - Choi et al., 2012
.. 20 minutos por 50 mL
Gohyang and Geumnodajieunchun
. . Imersdo em agua autoclavada por 4
0f -
Lmhag.ens F39 e 141 (reticulatus) e N&o Né&o 3’0. % 1 gota de Tween-20 3 a 8 horas para retirada do Ren et al., 2012
TMS (inodorus) 30 minutos
tegumento
. . N 1,5% - i Enxague em &gua autoclavada Naderi et al.,
Khatooni Sim Dols minuitos 20 minutos 2 gotas de Tween-20 4 depois da imersdo em etanol 70% 2011
, . ~ 2,0% - Pinho et al.,
Gaucho Sim Né&o 20 MiNutos 1 gota de detergente 3 - 2010
. . . 1,0% - x Yalgin Mendi et
Cucumis melo var. flexuosus Sim 10 minutos 20 Minutos Né&o 6 - al.. 2010
- Imerséo em solucdo de Benomyl .
Genotipos OSO-1, OSO-2, 0SO-3, . . 4,5% - : . Melara & Arias,
PQRG-1, PORG-2, PORG-3 ¢ EM-1 Sim 10 minutos 20 minutos 8 gotas de Tween-20 3 (100 mg/L) por 5 minutos pre- 2009

enxague
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A desinfestacdo dos explantes € frequentemente realizada por meio de alvejantes
comerciais a base de cloro, embora diferentes substancias possam ser utilizadas para essa
finalidade. O teor de cloro ativo desses alvejantes varia de 2,0 % a 2,5% e, geralmente, sua
fonte € o hipoclorito de sodio (NaClO), sem especificar sua concentracdo, 0 que € uma
limitacdo (CID; TEIXEIRA, 2010).

Nos procedimentos citados na literatura para a desinfestacdo de sementes de meloeiro
0 alvejante mais empregado é o hipoclorito de sédio (FICCADENTI; ROTINO, 1995;
KINTZIOS et al., 2004; YALCIN MENDI et al., 2010; MORADIMAND et al. 2011;
NADERI el. al., 2016), sendo que a concentragao varia de 0,1 % (KINTZIOS et al., 2004) a
20 % (TEKDELA; CENTINER, 2013). Outra formulagdo comercial usada para a assepsia das
sementes de meloeiro é o hipoclorito de célcio (CaOCl,), nas concentracdes de 2,5 % (GUIS
et al., 2000) e 5,0 % (RHIMI et al., 2006). Além dessas substancias sdo citadas etanol 70 %
(FICCADENTI; ROTINO, 1995; YALCIN MENDI et al., 2010; ZHANG et al., 2014,
NADERI et al., 2016), cloreto de mercurio (HgCl,) de 0,1% a 0,6% (ZHANG et al., 2014) e 0
detergente Tween 20 (TEKDEAL; CENTINER, 2013; NADERI et al., 2016).

Em relacdo ao tempo de exposicdo dos explantes as solucbes desinfestantes, sdo
citados para solucdo de alcool 70% de 15 segundos (EZURA et al., 1992) até 10 minutos
(YALCIN MENDI et al., 2010; TEKDEAL; CENTINER, 2013), e para a solucdo de
hipoclorito de sédio de 10 minutos (MORADIMAND et al., 2011) a 30 minutos
(FICCADENTI; ROTINO, 1995). Em relacdo ao numero de enxagues com agua destilada
autoclavada, pode variar de um (ZHANG et al., 2014) a seis (YALCIN MENDI et al., 2010).

J& para a desinfestacdo de explantes excisados de plantas de meloeiro mantidas em
casa de vegetacdo, Stipp et al. (2001) recomendam que as folhas jovens coletadas sejam
primeiramente lavadas em agua corrente e depois, desinfestadas superficialmente em solucéo
de agua sanitaria comercial (contendo 0,6% de hipoclorito de s6dio) por 15 minutos, seguida
de trés enxagues com agua destilada autoclavada.

A desinfestacdo deve ser feita em cdmara de fluxo laminar, em condicdes assepticas, 0
que nem sempre impede que contaminagdes as vezes ocorram (SOUZA et al., 2006a). Além
de problemas graves de contaminacdo, a oxidacdo por polifenois no meio de cultura é outro
entrave do cultivo in vitro (SOUZA et al., 2006b).

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivos definir os procedimentos de
desinfestacdo e os explante diploide e haploide mais adequados para o estabelecimento in
vitro da cultura do meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex, a partir

de plantas cultivadas em casa de vegetacéo.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa
Agroindustria Tropical, em Fortaleza-CE, em 2016.

Sementes de meloeiro Amarelo, hibrido Goldex, foram semeadas em bandejas de 200
células contendo substrato HS Florestal e p6 de coco seco na propor¢do de 1:1. Dez dias apds
a semeadura, as mudas foram transplantadas para vasos com capacidade de cinco litros
contendo areia. Plantas com aproximadamente duas e quatro semanas, depois do transplantio,
foram usadas como fonte dos explantes diploides e haploides, respectivamente.

O meio de cultura foi preparado de acordo com a formulagéo de MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose e solidificado com &gar (Merck®) a
6,59 L™, sem a adigdo de fitorreguladores. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem,
que foi realizada a 121°C, por 15 minutos. Em capela de fluxo laminar, os explantes (folhas,
gemas apicais e segmentos de gavinha) foram introduzidos, ap6s desinfestacdo, nos tubos de
ensaio (tamanho 25 mm de diametro e 150 mm de comprimento), contendo 10,0 mL de meio
de cultura e apenas um explante por tubo de ensaio.

As culturas incialmente foram mantidas em sala de crescimento, a 25 + 1°C, no
escuro, durante sete dias, sendo posteriormente submetidas a intensidade luminosa proxima
de 30 pmolm™s™, sob fotoperiodo de 16 horas de luz.

Semanalmente as culturas foram avaliadas em relacdo a oxidacdo dos explantes e
contaminagdo por microrganismos. Os explantes foram considerados oxidados quando
apresentavam um amarelecimento inicial seguido de escurecimento na superficie do tecido,
com posterior possibilidade de morte do explante. A avaliacdo final foi efetuada 60 dias apds
a introducdo dos explantes diploides, e 30 dias ap06s a inoculacdo dos explantes haploides,

ambos in vitro, considerando-se o percentual de explantes oxidados e contaminados.

Explantes diploides

Foram utilizados como explantes: folhas jovens (em processo de expansdo foliar,
localizadas proximas as regides apicais), gemas apicais (contendo primodrdios foliares) e

segmentos de apice de gavinha, com aproximadamente 1,0 cm de comprimento (Figura 1).
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Figura 1- Tipos de explantes diploides de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo
hibrido Goldex utilizados: folha jovem (esquerda), gemas apicais (centro) e segmento de

gavinha (direita), com aproximadamente 1,0 cm de comprimento. Barra= 1,0 cm.

¥

Para o estabelecimento do cultivo in vitro de meloeiro, a partir de explante
diploide, foi conduzido um experimento visando definir o método de desinfestacdo e o tipo de
explante mais eficientes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (3 x 4), constituido por trés tipos de explantes (folha jovem, gema apical e
gavinha) e quatro procedimentos de desinfestacdo: (I. Etanol 70% (1 min) + hipoclorito de
sodio (NaClO) com 0,1% de cloro ativo (7,5 min); 11. Etanol 70% (2 min) + NaCIO com 0,2%
de cloro ativo (7,5 min); I1l. Etanol 70% (3 min) + NaClO com 0,3% de cloro ativo (7,5 min)
e IV. Etanol 70% (4 min) + NaClO com 0,4% de cloro ativo (7,5 min)), todos finalizados com
trés enxagues com A&gua destilada e autoclavada, totalizando 12 tratamentos, em seis
repeticdes, sendo cada repeticdo formada por cinco tubos contendo um explante cada.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade, para posterior analise de
variancia e, quando ndo foi possivel ajuste por meio da transformacdo Box-Cox (1964), os
mesmos foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo as médias
comparadas pelo teste de Bonferroni em nivel de significancia de 5%. Também foram
estimadas as correlagdes entre as porcentagens de contaminacdo e oxidacéo, de modo geral e
para cada tipo de explante, sendo a significancia estimada pelo teste t (5%).

Explantes haploides

Como explantes, foram utilizadas flores masculinas em dois estddios de

desenvolvimento (pré-antese e antese) (Figura 2).
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Figura 2- Flor masculina de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido
Goldex, em estadio de pré-antese (A) e de antese (B); detalhe das tecas ainda fechadas, na flor

em pré-antese (C) e abertas, expondo os graos de pdlen (D).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2
x 4), constituido de dois estadios de desenvolvimento da flor masculina (flores em pré-antese
e flores em antese) e quatro procedimentos de desinfestacdo: (I. Etanol 70% (1 min) +
hipoclorito de sédio (NaClO) com 0,1% de cloro ativo (7,5 min); Il. Etanol 70% (2 min) +
NaClO com 0,2% de cloro ativo (7,5 min); I1ll. Etanol 70% (3 min) + NaCIO com 0,3% de
cloro ativo (7,5 min) e 1V. Etanol 70% (4 min) + NaClO com 0,4% de cloro ativo (7,5 min)),
todos finalizados com trés enxagues com A&gua destilada e autoclavada, totalizando 8
tratamentos, em 6 repeticdes, sendo cada repeticdo formada por cinco tubos de ensaio
contendo um explante cada.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade, para posterior analise de
variancia e, quando nao foi possivel ajuste por meio da transformacdo Box-Cox (1964), os
mesmos foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo as médias

comparadas pelo teste de Bonferroni em nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Explantes diploides

De uma forma geral, os maiores indices de contaminagdo foram verificados nos
explantes de gema apical e de folha jovem submetidos a menor concentracao de cloro ativo
(0,1%) e menor tempo de imersdo em etanol 70%. Esses mesmos tipos de explantes, quando
submetidos a desinfestacdo IV, apresentaram indices menores de contaminagdo. De fato,
espera-se que haja reducao da porcentagem de contaminagdo com o aumento da concentragdo
de cloro ativo na solugdo desinfetante. Em relacdo aos tipos de explantes, os de gema apical e
de folha jovem, no procedimento I apresentaram os maiores indices de contaminagdo, 76,67%
e 70%, respectivamente, em relacdo aos de gavinha, 3,33%. Ja nos procedimentos II, Il e 1V,
esses valores foram menores do que aqueles registrados no procedimento I, indicando que
com os aumentos da concentracdo de cloro ativo e do tempo de imersdo em etanol 70%,
ocorreu uma menor contaminacao desses explantes (Tabela 2).

As gavinhas apresentaram os menores indices de contamina¢do no procedimento I,
quando comparados os trés tipos de explantes. No entanto, diferentemente do que foi
observado para os explantes de gema apical e de folha jovem, o aumento da concentracdao de
cloro ativo ndo resultou em redu¢do da contaminagdo nos explanes de gavinha. Por ser um
tecido com menor superficie de contato e nao possuir tricomas, a aderéncia dos contaminantes
¢ dificultada, o que faz desse tecido um explante adequado para o estabelecimento in vitro da
cultura, em comparagao aos outros dois tipos testados.

E importante ressaltar que a maioria das contaminacdes presentes nos explantes era de
origem bacteriana. Dentre os trabalhos citados anteriormente, apenas dois, o de Molina e
Nuez (1995) e de Stipp ef al. (2001) fazem mencao a contaminagdao. Molina e Nuez (1995)
utilizaram explantes de cotilédone, folha jovem e hipocotilo, excisados de embrides zigdticos
germinados in vitro, constatando que a contaminagao bacteriana comprometeu principalmente
os explantes de cotilédone e hipocétilo. J& Stipp et al. (2001) verificaram menor
contaminagdo nos explantes de cotilédones, obtidos de embrides zigoticos germinados in
vitro, em comparagdao com os explantes de folha oriundos de plantas germinadas na casa de

vegetacdo. Entretanto, esses autores nao citam o tipo de contaminagdo presente nos explantes.
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Tabela 2- Porcentagens de contaminacdao e de oxidagdo de gemas apicais, folhas jovens e
gavinhas de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex, em quatro
procedimentos de desinfestagdo dos explantes, aos 60 dias de inoculagdo in vitro.

Desinfestacao’

Explante Média
| | i \Y)

Contaminacéo (%) -
Gema apical 76,67 bB? 55,00 bB 13,33 aA 3,33 aA 37,08
Folha jovem 70,00 cB 20,00 bAB 20,00 bA 0,00 aA 27,50
Gavinha 3,33 aA 10,00 aA 6,67 aA 3,33 aA 5,83
Média 36,67 15,00 13,33 1,67 16,67

- Oxidacéo (%) LR e
Gema apical 0,00 aA 5,00 abA 16,67 bA 96,67 cB 29,58
Folha jovem 3,33aA 4,00 aA 6,67 aA 93,33 bB 26,83
Gavinha 6,67 aA 13,33 aA 66,67 bB 70,00 bA 39,17
Média 5,00 8,67 36,67 81,67 33,00

!/Procedimentos de desinfestacdo: I. Etanol 70% (1 min) + hipoclorito de sédio (NaClO) com 0,1% de cloro
ativo (7,5 min); Il. Etanol 70% (2 min) + NaClIO com 0,2% de cloro ativo (7,5 min); 1ll. Etanol 70% (3 min) +
NaClO com 0,3% de cloro ativo (7,5 min) e IV. Etanol 70% (4 min) + NaCIO com 0,4% de cloro ativo (7,5
min). Todos os procedimentos foram seguidos por trés enxagues em &gua destilada autoclavada, por um minuto.

’/Médias seguidas de mesma letra mailscula, na coluna, e mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0.05).

Quanto a oxidacdo dos explantes, os maiores valores foram constados no
procedimento 1V, no qual o material vegetal foi exposto a concentracdo mais alta de cloro
ativo. De uma forma geral, os dados obtidos indicam que quanto maior a concentracdo de
cloro ativo, na solucdo desinfestante, maior o indice de oxidacao.

Oxidacdo em cultura de tecidos pode ser definida como o escurecimento de tecidos
cortados que resulta da reacdo de compostos fenolicos, liberados ao meio, com 0 oxigénio
(CARVALHO et al., 2011). Segundo Cid e Teixeira (2010) o corte do explante com bisturi
pode desencadear a oxidagdo fendlica, responsavel pela cor marrom do explante.

Dentre os trabalhos citados com a cultura de tecidos de meloeiro, apenas Rhimi et al.
(2006) se refere a oxidagdo. Esses autores utilizaram explantes de hipocotilo, cotilédone e
embrides zigoticos, obtidos a partir da germinacdo in vitro de sementes, constatando que
aqueles mantidos em meio de cultura sem a adicdo de fitorregulador ndo exibiram
desenvolvimento, e em poucos dias se tornaram marrons e necrosaram.

Foram estimadas correlagdes negativas significativas entre os percentuais de explantes

oxidados e contaminados, indicando que essas variaveis sdo inversamente proporcionais.
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Portanto, o aumento da concentragdao de cloro na solugdo de desinfestagdo, embora tenha sido
eficiente na redu¢do da contaminac¢do, proporcionou maior indice de oxidagdo dos explantes.
Entretanto, considerando as correlacGes para cada tipo de explante, observou-se que néo
houve correlacdo significativa para o explante gavinha (Tabela 3). Esse comportamento esta
diretamente relacionado com sua morfologia, por um lado filiforme e sem pelos, que contribui
para o baixo nivel de contaminagdo observado, por outro lado reduzida em volume,
permitindo, ap6s o corte dos segmentos de 1 cm de comprimento, contato dos agentes
desinfestantes com o conteldo interno do tecido vegetal. Ja para os explantes de gema apical
e folha jovem, que possuem superficie irregular e presenca de tricomas, houve correlacdo
significativa entre as variaveis. A alta concentracdo de NACIO e a prolongada exposi¢do ao
etanol 70%, capazes de eliminar os contaminantes do tecido, s@o danosas também aos

explantes.

Tabela 3- Analise de correlagdo entre contaminagdo e oxidagdo em explantes de meloeiro
(Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex, 60 dias apos a inoculagio in vitro.

Explante r* Significancia estatistica
Gavinha -0,26 p>0,22
Gema apical -0,66 p<0,01
Folha jovem -0,60 p<0,01
Geral -0,54 p<0,01

*r = coeficiente de correlacdo de Spearman entre as variaveis contaminago e oxidacao dos explantes.

Sendo assim, a escolha do procedimento de desinfestagdo mais adequado deve levar
em consideracdo tanto o indice de contaminacdo quanto de oxidagdo. Os procedimentos
desejados sdo aqueles que aliam os menores indices desses dois parametros. Portanto, entre os
explantes testados, os de gavinha e o procedimento I s3o os mais adequados para o

estabelecimento da cultura in vitro do meloeiro do tipo Amarelo.

Explantes haploides

Os procedimentos de desinfestacao, o estadio de desenvolvimento das flores, ¢ a
interagdo entre esses fatores foram significativos (Tabela 4). Considerando os tratamentos de
desinfesta¢do, os dois menos concentrados (I e II) se mostraram eficientes para desinfestar as

anteras oriundas das flores em pré-antese. No entanto, os tratamentos (III e IV) reduzem a
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contaminagdo em ambos os explantes, ndo sendo verificada contaminacdo nas anteras

submetidas ao tratamento mais concentrado (4).

Tabela 4- Percentual de contaminagdo dos explantes de antera obtidos de flores em antese e
pré-antese de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex, nos quatro
procedimentos de desinfestagdo, 30 dias apds a inoculagao.

Procedimento de desinfestacio®

Estadio das flores Média
| 1 1l v
Antese 53,3 bB? 36,7 bB 10,0 aA 0,0 aA 25,0
Pré-antese 3,3 aA 6,7 aA 3,3 aA 0,0 aA 3,3
Média 28,3 21,7 6,7 0,00 14,17

!/Procedimentos de desinfestaco: I. Etanol 70% (1 min) + hipoclorito de sédio (NaClO) com 0,1% de cloro
ativo; Il. Etanol 70% (2 min) + NaClO com 0,2% de cloro ativo; Il1l. Etanol 70% (3 min) + NaCIO com 0,3% de
cloro ativo e V. Etanol 70% (4 min) + NaCIO com 0,4% de cloro ativo. Todos os procedimentos foram seguidos
por trés enxagues em agua destilada autoclavada, por um minuto.

’IMédias seguidas de mesma letra maitscula, na coluna, e mesma letra minGscula, na linha, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0.05).

Comparando-se os diferentes estagios das flores, houve diferenca apenas nas
desinfestagdes 1 e 2, com menores indices de contaminagao nas anteras oriundas de flores em
pré-antese. Esse comportamento ¢ esperado, uma vez que, nas flores em pré-antese, a antera
nao fica exposta aos agentes contaminantes. Por outro lado, nas flores em antese, além das
anteras ficarem em contato com o meio externo, as tecas j4 se encontram abertas,
possibilitando a remog¢do dos graos de pdlen. Assim, a deiscéncia das anteras proporcionou,
durante o processo de desinfestacdo das flores em estagio de antese, a perda de praticamente
todos os graos de polen (Figura 3). Diferente do observado nos explantes diploides, ndo houve
oxidagdo de nenhuma antera. Vale ressaltar que, embora com intervalo de tempo até a
avaliagdo duas vezes maior, os tecidos somaticos comecaram a apresentar oxidacdo pouco
depois da segunda semana. E facil compreender a falta de oxidagdo nas flores em pré-antese,
onde as anteras estdo protegidas pela corola, e o hipoclorito, que ¢ um forte agente oxidante,
ndo entra em contato com o explante. No entanto, até mesmo nas anteras expostas ao agente
desinfestante ndo houve presenca de oxidacdo. Nesses tecidos, os graos de polen sdo lavados
apos a desinfestagdo, restando apenas as tecas. Essas estruturas podem ser menos propensas a

oxidagdo, quando comparadas com tecidos mais tenros, como folhas e pontas de gavinha.
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Figura 3- Anteras de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex
oriundas de flores em antese. Antes da desinfestacdo, com os grdos de pélen aderidos a teca
(A), e apo6s a desinfestacdo, sem a presenca dos graos de pdlen (B).

CONCLUSAO

Para o estabelecimento da cultura in vitro do meloeiro do tipo Amarelo, recomenda-se
o uso de explantes de gavinha, para os tecidos diploides, € o uso de anteras oriundas de flores
em pré-antese, como explante haploide.

A desinfestagdo com menor tempo de exposi¢cdo ao etanol 70% e menor concentracao

de cloro ativo foi a mais adequada aos explantes selecionados.
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3 CAPITULO 2 CALOGENESE EM ANTERAS E GAVINHAS DE MELOEIRO
AMARELO

RESUMO

Nesse trabalho, o primeiro com a inducdo in vitro de calos em gavinhas de meloeiro, 0
objetivo foi estudar o efeito de auxinas e citocininas na inducdo de calos, organogénicos e
embriogénicos, em explantes de gavinhas e anteras de meloeiro Amarelo hibrido Goldex. Em
capela de fluxo laminar, os explantes foram desinfestados e inoculados em meio Murashige
and Skoog (MS) com e sem adicdo de fitoreguladores. Para a inducdo da calogénese, em
gavinhas e anteras, foram testadas diferentes combinacGes de cinetina (KIN) e &cido
indolilacético (AIA) (organogénese), bem como de 6-benzilaminopurina (BAP), é&cido
naftalenacético (ANA) e acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) (embriogénese). Aos 60 dias
apos inoculacdo foram avaliadas as variaveis inducdo de calogénese, intensidade de oxidacao
(baixa, média e alta), coloracdo (verde e bege), textura (compacto e fridvel), area (mm2),
massa fresca (mg) e presenca de raiz. Nao foi observada formacao de brotacGes em nenhum
dos meios de cultivo testados. Foram obtidas estimativas dos coeficientes de correlagdo de
Pearson e modelos de regressdo linear entre as duas varidveis, area e a massa fresca dos calos.
Realizou-se analise de variancia (ANOVA), seguido do método de agrupamento Scott-Knott.
A rizogénese ocorreu exclusivamente com o explante gavinha, quando exposto as auxinas
AlA e ANA, isoladamente. O enriquecimento do meio MS com auxinas e citocininas nos
explantes de anteras estimulou a desdiferenciagdo dos micrésporos em calos. A calogénese
em antera ocorreu apenas quando havia combinagdo entre as duas classes de reguladores de
crescimento. Para gavinha, o meio MS sem adicdo de fitorreguladores é suficiente para essa
resposta morfogenética. Portanto, a calogénse € influenciada pelos reguladores de crescimento
tanto na organogénese quanto na embriogénese somatica, em ambos os explantes; os calos
obtidos a partir de anteras tém potencial para formacdo de embriGes somaticos; e, ha forte

associacao entre a massa e a area dos calos.

Palavras-chave: Cucumis melo. Haploide. Multiplicagéo in vitro.
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ABSTRATC

In this work, the first one with the in vitro induction of calli in melon tendrils, the objective
was to study the effect of auxins and cytokinins on the induction of organogenic and
embryogenic calluses, on yellow and yellow anther Goldex anthers explants. In laminar flow
hoods, the explants were disinfested and inoculated in Murashige and Skoog (MS) medium
with and without addition of plant regulators. For induction of calogenesis, in tendrils and
anthers, different combinations of kinetin (KIN) and indolylacetic acid (AIA)
(organogenesis), as well as 6-benzylaminopurine (BAP), naphthaleneacetic acid (ANA) and
2,4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (embryogenesis). At 60 days after inoculation, the
following variables were evaluated: induction of calogenesis, oxidation intensity (low,
medium and high), coloration (green and beige), texture (compact and friable), area of root.
No sprouting was observed in any of the culture media tested. Estimates of the Pearson
correlation coefficients and linear regression models were obtained between the two variables,
area and fresh callus mass. Analysis of variance (ANOVA) was performed, followed by the
Scott-Knott grouping method. The rhizogenesis occurred exclusively with the gavinha
explant, when exposed to auxins AIA and ANA, alone. The enrichment of the MS medium
with auxins and cytokinins in the anther explants stimulated the dedifferentiation of the
microspores in callus. Anther calogenesis occurred only when there was a combination of the
two classes of growth regulators. For tendril, the MS medium without addition of
phytoregulators is sufficient for this morphogenetic response. Therefore, calogens are
influenced by growth regulators in both organogenesis and somatic embryogenesis in both
explants; calli obtained from anthers have potential for formation of somatic embryos; and
there is a strong association between the mass and the callus area.

Key words: Cucumis melo. Haploid. In vitro multiplication.



41

INTRODUCAO

O género Cucumis possui 34 espécies, dentre as quais se destaca a espécie Cucumis
melo L., que compreende 16 variedades botanicas, das quais trés incluem os meloeiros
cultivados no Brasil (ZAMBIAZZI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017), possuindo
consideravel destaque no mercado mundial de hortalicas. Em 2016, sua producéo superou 31
milhGes de toneladas, em mais de 1,24 milhdes de hectares colhidos (FAO, 2018). A maioria
das cultivares comerciais de meloeiro € formada por hibridos F;, portanto, dependente de
linhagens parentais, sendo o processo de obtencdo dessas linhagens € uma das etapas mais
demoradas e onerosas do programa de melhoramento da cultura. Nesse cenério, a cultura de
tecidos € uma ferramenta que pode auxiliar o melhoramento genético da espécie, seja pela
producdo de linhagens dihaploides, seja pela multiplicacdo in vitro da cultura (ALVES et al.,
2011; GERMANA, 2011; SEBASTIANI; FICCADENT]I, 2016).

Protocolos de cultivo in vitro foram estabelecidos para diversas espécies da familia
Cucurbitaceae, utilizando-se diferentes tipos de explantes (SILVA et al., 2012). No entanto,
poucos trabalhos, sem éxito, utilizaram anteras para obtencdo de haploides em meloeiro, e
nenhum trabalho de propagacdo da cultura empregou gavinha como explante
(DRYANOVSKA; ILEVA, 1983; DRYANOVSKA, 1985). A cultura de anteras permite a
obtencdo de plantas haploides androgenéticas, possibilitando, ap6s duplicacdo cromossémica,
a obtencdo de linhagens homozigoticas em uma Unica etapa (SILVA et al., 2012). De outro
modo, tecidos com alta taxa de multiplicacdo, como gavinhas, podem ser promissores para a
indug&o de calogénese.

A regeneracdo de plantas in vitro esta relacionada principalmente ao equilibrio entre
duas classes principais de fitorreguladores, citocinina e auxina, e a qualidade das fontes de
explantes durante o desenvolvimento da planta (TEKDAL; CETINER, 2013). Este balanco
hormonal € muito peculiar sendo influenciado por varios fatores, como espécie,
cultivar/variedade, tipo de explante e meio de cultivo (SILVA et al., 2012).

A via organogenética é uma das possibilidades in vitro que pode ser empregada na
regeneracdo de plantas, sendo direta, quando ndo envolve a formacdo intermediéria de calos
entre a etapa do cultivo do explante e a de inducéo das gemas foliares, ou indireta, onde ha a
necessidade de desdiferenciacdo do explante, originando calo antes do estabelecimento das
células competentes (NUNEZ et al., 2008; BERTOZZO; MACHADO, 2010). Por outro lado,
existem gendtipos que ndo respondem a organogénese direta, mesmo sob a influéncia de

diversas concentracdes de diferentes reguladores de crescimento (SILVA et al., 2006). Dentre
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as auxinas mais conhecidas e mais utilizadas para a inducdo da embriogénese somaética e
organogénese esto o 2,4-D (2,4-Diclorofenoxiacético) e 0 ANA (a-Acido Naftaleno Acético)
(GUO et al., 2011).

Na embriogénese somatica, as células somaticas desenvolvem-se, direta ou
indiretamente, por meio de diferentes estagios embriogénicos originando uma nova planta
sem que ocorra a fusdo de gametas (PINHAL et al., 2011). Desse modo, o desenvolvimento
de protocolos de regeneracdo de meloeiro via organogénese/embriogénese indireta auxiliard
projetos que visem a obtencdo de plantas haploides, a partir do cultivo in vitro de pdlen ou
Ovulos, para posterior geracdo de plantas duplo-haploides.

Nesse contexto, objetivou-se com esse trabalho estudar o efeito de auxinas e citocininas
na inducdo de calos organogénicos e embriogénicos em explantes de gavinha e de antera de

meloeiro Amarelo hibrido Goldex.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
Embrapa Agroinddstria Tropical, em Fortaleza, Ceara, no periodo de junho a outubro de
2016.

Foram utilizados, como explantes: (I) segmentos com aproximadamente 1,0 cm de
comprimento, de gavinhas; (1) anteras obtidas a partir de botdes florais coletados um dia
antes da antese, de flores masculinas de meloeiro Amarelo ‘Goldex’, de plantas cultivadas em
casa de vegetacdo. Em capela de fluxo laminar, os explantes foram desinfestados com solugéo
de alcool 70% por um minuto, solucdo de hipoclorito de sédio (cloro ativo 0,1%) por 7,5
minutos e trés enxagues com agua destilada autoclavada, um minuto cada. O meio de cultivo
basico utilizado foi 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g.L* de
sacarose e solidificado com &gar (Gelzan®) a 1,8 g.L™. O pH do meio foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem, que foi realizada a 121°C, por 15 minutos. Os explantes foram
inoculados em tubos de ensaio com 150 x 25 mm, contendo 10 mL do meio de cultura, e
mantidos em sala de crescimento, a 25 + 1°C, permanecendo no escuro por um periodo de sete
dias. Posteriormente, os explantes foram transferidos para fotoperiodo de 16 horas de luz e
intensidade luminosa de 30 pmol.m'z.s'l.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 25
repeticdes, sendo cada repeticdo formada por um tubo de ensaio contendo um explante. Para

organogénese, na inducdo de calogénese em gavinhas e anteras, 0s tratamentos
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corresponderam as combinacgdes entre as concentracdes de 6-furfurilaminopurina (KIN) (0, 3
e 6 mg.L™) e de 4cido indolacético (AIA) (0, 3 e 6 mg.L™). E, para embriogénese somatica, 0s
tratamentos foram: MS sem regulador de crescimento; MS + 0,2 mg.L™ 6-benzilaminopurina
(BAP): MS + 0,2 mg L™ de 4cido naftalenoacético (ANA); MS + 0,45 mg L™ de 4cido 2,4 -
diclorofenoxiacético (2,4-D); MS + 0,2 mg L™ de BAP + 0,2 mg L ANA; MS + 0,2 mg L™
de BAP + 0,45 mg L™ 2,4-D.

Aos 60 dias, foi observada porcentagem de inducdo de calos. Para aqueles que
formaram calos, foram avaliadas as variaveis: intensidade de oxidacao (baixa, até um terco da
massa calosa oxidada; média, de um ter¢o a dois tercos de oxidacdo; alta, de dois tercos a
calos completamente oxidados), coloracdo (verde e bege), textura (compacto e fridvel), area
(mm?2), massa fresca (mg) e presenca de raiz (Figura 1). A formacdo de brotacbes nao foi

avaliada.

Figura 4- Explante de gavinha de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido
Goldex. Caracteristicas avaliadas: A) auséncia de calogénese; B) presenca de calo de
coloracdo verde; C) calo de coloracdo bege; D) presenca de raiz; E) oxidacdo média; e, F)
medicao da &rea do calo. Barra =10 mm.

Em ambos os experimentos, os dados das varidveis area e massa fresca dos calos

foram submetidos ao teste de normalidade, efetuando-se, quando necessério, a transformacao
pelo método de Box-Cox. Realizou-se analise de variancia (ANOVA), seguida do método de
agrupamento Scott-Knott. Para as variaveis em que ndo foi possivel a transformacdo, foi
aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Adicionalmente, foram obtidas as
estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre as duas variaveis, bem como 0s

modelos de regressao linear. Para as demais variaveis, procedeu-se estatistica descritiva.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Organogénese em gavinhas

Houve inducdo de calos em gavinhas para todos os meios testados, indicando possivel
contetdo enddgeno de auxinas e citocininas no explante. No entanto, esse contelido se
mostrou insuficiente para promover calogénese na maior parte dos explantes submetidos ao
meio de cultivo sem fitorreguladores (Tabela 1).

Quando submetido aos meios de cultura suplementados apenas com a auxina exogena,
as gavinhas manifestaram o processo organogénese de raiz em pelo menos 90% dos explantes
(Tabela 2). Segundo Taiz e Zeiger (2013), o regulador de crescimento AlA, além de estimular
0 processo de calogénese em diferentes tecidos vegetais, contribui na constituicdo de raizes
adventicias, embora altas concentragdes atuem inibindo o crescimento desse 6rgéo,
explicando o comportamento observado nesses meios. A presenga de KIN teve um efeito
inibitério na formacao das raizes.

Por outro lado, a suplementacdo do meio basico com esse regulador, mesmo na
concentra¢do mais baixa, proporcionou a maxima porcentagem de calos formados (Tabela 1).
Possivelmente o fornecimento da citocinina no meio de cultivo foi suficiente para balancear o
contetdo enddgeno de auxina do explante.

O indice de calogénese variou de 35,29% (MS) a 100% (3-0, 3-3, 6-3, 6-6 mg/L de
KIN-AIA) e as maiores areas e massas dos calos foram obtidas quando os dois reguladores
estavam presentes no meio (Tabela 1). O aumento das concentra¢Ges desses reguladores ndo
proporcionou acréscimo na inducdo, na area e na massa dos calos.

A coloracdo verde foi predominante e 0s meios que apresentaram as maiores areas e
massas também apresentaram as maiores porcentagens de calos verdes (Figura 2). A taxa de
oxidacéo dos calos cresceu com o aumento da dosagem de cinetina, quando esse regulador era
combinado com a auxina. Segundo Cordeiro et al. (2007), altas concentra¢des de citocinina
no meio de cultura podem provocar toxidez nos tecidos, fazendo com que ndo haja absorcéo
dos nutrientes contidos no meio. No entanto, verificou-se que talvez ndo haja necessidade de
adicionar substancias antioxidantes ao meio de cultivo MS, pois a presenca das areas oxidadas
ndo impediu a produgdo da massa calosa, uma vez que esses tratamentos mantiveram areas e
massas elevadas. Por outro lado, a taxa de oxidagdo foi baixa para 0os meios suplementados

com 3 mg.L* KIN + 3 mg.L" AIA e 3 mg.L™" KIN + 6 mg.L™" AIA, que apresentaram,
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estatisticamente, as maiores areas e massas (Tabela 2). Todos os calos apresentaram textura
compacta, facilitando a manipulagéo da estrutura calosa.

Organogénese em anteras

Em anteras, a calogénese s6 ocorreu nos meios onde ambos os reguladores de
crescimento estavam combinados. Esse comportamento € esperado, uma vez que as
citocininas costumam induzir, quando combinadas as auxinas, a divisdo celular em calos
(TAIZ; ZEIGER, 2013). A auséncia da calogénese nos meios sem a combinagdo dos
hormonios sugere a falta ou incipiéncia de auxinas e, ou, citocininas enddgenas no explante.
A maior porcentagem de inducdo de calos, bem como a maior area e massa médias, foram
alcancadas no meio suplementado com os maiores niveis de ambos os reguladores (6 mg.L™
KIN + 6 mg.L™" AIA).

Ao contrério do ocorrido nas gavinhas, os calos formados a partir das anteras possuiam,
quase que exclusivamente, coloracao bege (claro) e textura fridvel (Figura 3). Alguns autores
identificam os calos embriogénicos pela coloracao e textura. As porcdes translicido-brancas
ou amareladas com textura fridvel tém potencial para formacdo de embrides somaticos
(WERNER et al, 2009; IPEKCI; GOZUKIRMIZI, 2005; ARUNYANART;
CHAITRAYAGUN, 2005). No presente trabalho, essas caracteristicas foram identificadas
nos explantes de anteras submetidos a reguladores que promovem organogénese. Nado foi
observado enraizamento em nenhum dos meios testados para organogénese em anteras, e a

taxa de oxidagdo foi menor no meio com maior area e massa (6 mg.L™* KIN + 6 mg.L™ AIA).

Embriogénese somética em gavinhas

Com excecao do meio bésico, a calogénese ocorreu em todos os tratamentos (Tabela 3),
foi menor no meio suplementado com 0,45 mg.L™ de 2,4-D e atingiu valores maximos nos
meios onde os reguladores foram combinados. Em relacdo a area dos calos, ndo houve
diferenca significativa entre o meio contendo apenas a citocinina (0,2 mg.L™* de BAP) e 0s
meios acrescidos da combinagdo desta citocinina com as duas auxinas testadas (0,2 mg.L™
BAP + 0,2 mg.L* ANA e 0,2 mg.L™ BAP + 0,45 mg.L™ 2,4-D). No entanto, a maior massa
foi alcancada no meio onde BAP foi combinado com ANA. Para Prudente et al. (2016), o 2,4-
D é a auxina mais utilizada na inducao de calogénese, e, segundo Jimenéz (2005), essa auxina

é largamente utilizada na inducdo a embriogénese somatica de varias espécies. No presente
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trabalho, entretanto, a associagdo de 2,4-D e BAP gerou calos com menos de 40% da massa
média dos cultivados no meio com ANA e BAP. Forket et al. (2013) afirmam que as
citocininas estimulam a divisdo celular na presenca de auxinas. Esse comportamento foi
observado, uma vez que os menores valores de areas e massas foram obtidos nos meios
acrescidos apenas com as auxinas. No entanto, os valores obtidos quando apenas a citocinina
foi adicionada ao meio, indicam da presenca de auxina endogena no explante, como na
organogeénese.

A presenca de calos com coloracdo bege sé ocorreu nos meios sem BAP, sendo maxima
no meio com 2,4-D (Tabela 4). A oxidacdo também seguiu essa tendéncia, e os calos
formados nos meios com mistura de reguladores praticamente ndo apresentaram oxidagéo
(Figura 4). O tratamento apenas com 2,4-D apresentou calos beges e com textura friavel e
com maior potencial para gerar embrides somaticos, em relacdo a essas caracteristicas. A
friabilidade também foi acentuada no meio contendo BAP e ANA, mas a coloracao dos calos
foi exclusivamente verde. Ocorreu rizogénese somente quando ANA foi acrescentada
isoladamente ao meio. Esse regulador tem sido muito eficiente na promocéao do crescimento
de raizes e sua resposta varia com o tipo de tecido, condicdes fisiologicas da planta e com a
concentracdo da substancia no meio de cultivo (XAVIER et al., 2009; FACHINELLO et al.,
2005).

Embriogénese somética em anteras

Como na organogénese, o explante s6 respondeu as doses combinadas dos reguladores,
tendo a combinacdo BAP e 2,4-D proporcionado maior porcentagem de inducdo de calo e,
estatisticamente, as maiores areas e massas. Além disso, os calos formados nesse meio
apresentaram massa semelhante aos calos gerados em 6 mg.L™ de KIN + 6 mg.L™ de AIA,
que, na organogénese, foi 0 meio mais eficiente na produgédo de massa calosa.

A coloragédo predominante para ambos os meios foi bege e todos os calos apresentavam
textura fridvel (Figura 5), portanto, retinem caracteristicas favoraveis a formacéo de embriGes
somaticos (WERNER et al., 2009; IPEKCI; GOZUKIRMIZI, 2005; ARUNYANART;
CHAITRAYAGUN, 2005). Embora mais de 90% dos calos tenham apresentado nivel médio
oxidacgéo, o meio contendo BAP e 2,4-D apresentou a menor oxidacao.

Como foi constatado no experimento de organogénese, o explante ndo respondeu as
doses de reguladores para formacao de raizes. Embora a auxina presente nos graos de pdlen

maduros participe do crescimento polarizado do tubo polinico, pouco se sabe acerca do seu
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papel durante o desenvolvimento do grdo de polen, fase quando ha acumulo desse hormonio
(CHEN; ZHAO, 2008; PAN et al., 2015; WU et al., 2008; DAL BOSCO et al., 2012). Com
esse acumulo, o tecido pode tornar-se insensivel a adicdo de auxina exogena, o que explicaria,

em parte, a inatividade do explante ao tratamento.

Correlacéo e Regresséo linear

Houve correlacdo significativa positiva entre area e massa, para todos os explantes,
tanto no experimento de organogénese quanto de embriogénese somaética (Tabela 5). Os
modelos de regressdo linear gerados foram significativos e apresentaram coeficientes de
determinacdo que variaram de 87 (embriogénese em anteras) a 98% (organogénese em
antera), assegurando a confiabilidade das regressdes. Portanto, embora os calos sejam
estruturas tridimensionais, a analise da area, sobre papel milimetrado, tem estreita associacao
com sua massa. Para experimentos de calogénese realizados em placas de Petri, o célculo da
area seria uma alternativa adequada a medicdo da massa, uma vez as areas podem ser
guantificadas com os calos diretamente na placa, evitando o manuseio do explante, sem a sua

exposicao ao ambiente, mesmo que em condigdes assépticas.

CONCLUSOES

Quanto a calogénese a partir de gavinha e anteras de meloeiro amarelo, pode-se concluir que:

E influenciada de forma distinta pelos reguladores de crescimento tanto na
organogénese quanto na embriogénese somatica, em ambos os explantes;

O enriquecimento do meio MS com auxinas (ANA e 2,4-D) e citocininas (BAP e
KIN) estimula a desdiferenciacdo dos grdos de polen em calos;

Os calos obtidos a partir de anteras tém potencial para formacdo de embriGes
somaticos;

H4 forte associagdo entre a massa e a area dos calos.
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Tabela 5- Porcentagem de inducdo de calos organogénicos e médias da area e massa fresca dos calos de gavinha e antera de meloeiro (Cucumis
melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex em meio MS contendo diferentes concentragdes de 6-furfurilaminopurina (KIN) e acido
indolacético (AlA), aos 60 dias de cultivo in vitro. %IC = porcentagem de inducdo de calos.

. . Gavinha Antera
Meios de cultivo - ~
%IC Area (mm?) Massa (mg) %IC Area (mm?) Massa (mg)
MS 35,29 23,27 £3,77 ¢! 25,50 + 4,44 ¢ 0,00 - - - -
0mg.L"*KIN + 3 mg.L* AIA 81,25 79,25+ 8,87 b 161,88 +22,54 b 0,00 - - - -
0mg.L™ KIN + 6 mg.L* AIA 86,21 53,90 +5,28 b 117,80 £14,77 b 0,00 - - - -
3mg.LKIN + 0 mg.LtAIA 100,0 61,96 4,29 b 141,35+ 24,22 b 0,00 - - - -
3mg.L*KIN +3mg.LtAIA 100,0 185,90 + 14,55 a 657,34+ 80,61 a 75,86 3257+293 b 137,44+ 6,08 ¢
3mg.L1KIN + 6 mg.LtAIA 96,67 192,48 £12,95 a 718,61 £ 66,43 a 63,33 35,37+295 b 139,90 +6,84 ¢
6 mg.L*KIN + 0 mg.L" AIA 72,73 69,22 +8,05 b 142,20 +8,81 b 3,03 - - - -
6 mg.LKIN + 3 mg.L AIA 100,0 166,08 £ 12,29 a 636,04 + 61,48 a 60,00 50,49+541 a 175,34+ 14,72 b
6 mg.LKIN + 6 mg.L™* AIA 100,0 152,59 + 16,69 a 572,41 +86,49 a 85,19 61,00+ 4,42 a 200,92 +1253 a

/Médias * erro padréo seguidas da mesma letra, na coluna, n&o diferem significativamente segundo o teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Tabela 6- Estatistica descritiva de aparéncia, textura e presenca de raizes em calos obtidos por organogénese de gavinha e antera de meloeiro
(Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex, em meios de cultura MS contendo diferentes concentracfes de 6-furfurilaminopurina
(KIN) e acido indolacético (AlA), aos 60 dias de cultivo in vitro.

Gavinha Antera
. . Coloracéo Intensidade de oxidacdo . Textura Coloragéo Intensidade de oxidacéo - Textura
Meios de cultivo Enraizamento Enraizamento
(%) (%) ) (%) (%) (%) ) (%)

Bege Verde Baixa Média Alta Compacto Fridvel Bege Verde Baixa Meédia  Alta Compacto Fridvel
MS 52,94 47,06 29,41 20,59 50,00 3,03 100 0 - - - - - - - -
0mg.L KIN +3mg.L"AIA 40,63 59,38 62,50 21,88 15,63 93,75 100 0 - - - - - - - -
0mg.L*KIN +6 mg.L*AIA 3448 6552 8276 6,90 10,34 89,66 100 0 - - - - - - - -
3mg.L KIN+0mg.L*AIA 690 931 6552 3448 0,00 0,00 100 0 - - - - - - - -
3mg.L*KIN+3mg.L*AIA 345 96,55 75,00 2143 3,57 0,00 100 0 90,48 9,52 0,00 0,00 100,00 0 15,38 84,62
3mg.L*KIN+6mg.L*AIA 6,67 93,33 80,00 16,67 3,33 0,00 100 0 90,48 9,52 0,00 2381 76,19 0 20,00 80,00
6mg.L KIN+0mg.LAIA 5938 4063 81,25 3,13 15,63 0,00 100 0 - - - - - - - -
6 mg.L*KIN+3mg.LTAIA 3,33 96,67 23,33 76,67 0,00 0,00 100 0 83,33 16,67 0,00 0,00 100,00 0 28,00 72,00
6mg.L KIN+6mg.L*AIA 370 96,3 4444 5185 3,70 0,00 100 0 65,22 34,78 0,00 69,57 3043 8,00 92,00
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Tabela 7- Porcentagem de inducdo de calos embriogénicos e médias da area e massa fresca dos calos de gavinha e antera de meloeiro (Cucumis
melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex em meio MS contendo diferentes combinacdes de 6-benzilaminopurina (BAP), acido
naftalenoacético (ANA) e acido 2,4 -diclorofenoxiacético (2,4-D), aos 60 dias de cultivo in vitro. IC = indice de calogenese.

Meios de cultivo — Gavinha T — T Antera
% IC Area’(mm?) Massa“(mg) % IC Area” (mm?) Massa (mg)
MS 0,00 - - - - 0,00 - - - -
0,2mg.L"' BAP 92,31 299,08 + 34,41 a° 1105,23+131,73 b 0,00 - - - -
0,2mg.L"t ANA 92,31 69,17+8,.81 b 222,81 +£34,90 ¢ 0,00 - - - -
0,45mg.L" 2,4-D 73,33 108,73+£21,75 b 391,33+65,74 ¢ 0,00 - - - -
0,2mg.L* BAP + 0,2 mg.L* ANA 100,00 499,36 + 83,06 a 2484,89 + 324,46 a 92,86 40,62+8,89 b 67,47+1514 b
0,2mg.L* BAP + 0,45 mg.L" 2,4-D 100,00 206,57 £20,90 a 979,79+97,87 b 100,00 93,93+9,72 a 211,70 + 24,31 a

T/Dados transformados pelo método de Box-Cox. /Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo diferem significativamente segundo o teste de Scott-Knott (P<0,05).

Tabela 8- Estatistica descritiva de aparéncia, textura e presenca de raizes em calos obtidos por embriogénese somatica de gavinha e antera de
meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex, em meios de cultura MS contendo diferentes combinagdes de 6-
benzilaminopurina (BAP), acido naftalenoacético (ANA) e acido 2,4 -diclorofenoxiacético (2,4-D), aos 60 dias de cultivo in vitro.

Gavinha Antera
Mei . Coloragdo  Intensidade de oxidacdo Textura . Coloracdo  Intensidade de oxidacdo Textura .
eios de cultivo Enraizamento Enraizamento
(%) (%) (%) ) (%) (%) (%) )
Bege Verde Baixa Meédia Alta Compacto Fridvel Bege Verde Baixa Média Alta Compacto Fridvel
MS - - - - - - - - - - - -
0,2mg.L" BAP 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0 41,67 58,33 0,0 - - - - - -
0,2 mg.Lt ANA 25,0 75,0 92,3 0,0 7,7 100,00 0,00 66,7 - - - - - -
0,45 mg.L* 2,4-D 100,0 0,0 80,0 6,7 13,3 9,09 90,91 0,0 - - - - - -
0,2 mg.L* BAP + 0,2 mg.L™ ANA 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0 7,14 92,86 0,0 84,6 154 7,7 76,9 154 0,0 100,0 0,0

0,2mg.L' BAP +045mg.L*24-D 0,0 1000 100, 0,0 0,0 92,86 7,14 0,0 85,7 143 7,1 92,9 0,0 0,0 100,0 0,0
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Tabela 9- Correlacdo e regressdo linear entre a area (A) e a massa (M) dos calos de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido
Goldex, para ambos os explantes, nos dois experimentos.

Ensaio / Explante ram’ F test Model? R’
Organogénese
Antera 0.989** 3.522.237 M = 2.528A + 48.777 ** 0.978
Gavinha 0.935** 1.590.870 M =4.332A - 111.728 ** 0.874
Embryogénese
Antera 0.931** 162.710 M =2.247A - 11.100 ** 0.867
Gavinha 0.945** 506.481 M =4.354A + 20.178 ** 0.893

1/ correlacdo de Pearson entre a area e a massa dos calos. %/ Modelo da regresséo linear entre a area e a massa dos calos. **/ significancia (P<0,001) para o test t e para o teste F, da correlagio e
da analise de variancia da regressao entre a area e a massa dos calos, respectivamente.
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Figura 5- Aspecto dos explantes de gavinha de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus)
amarelo hibrido Goldex, 60 dias ap6s a inoculagdo em meio MS contendo diferentes
concentracdes de 6-furfurilaminopurina (KIN) e acido indolacético (AlA). Barra = 10mm.

60 dias 0,0mg L AIA 3,0mg LT AIA 6,0 mg L AIA

6,0mg L KIN | 3,0mg L*KIN | 0,0 mg L*KIN

Figura 6- Aspecto dos explantes de antera de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus)
amarelo hibrido Goldex, 60 dias ap6s a inoculagdo em meio MS contendo diferentes
concentracOes de 6-furfurilaminopurina (KIN) e &cido indolacético (AlA). Barra = 10mm.

60 dias 0,0mg L™ AIA 3,0mg LT AIA 6,0 mg L AIA

6,0mg L KIN | 3,0mg L*KIN | 0,0 mg L*KIN
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Figura 7- Aspecto dos explantes de gavinha de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus)
amarelo hibrido Goldex, 60 dias ap6s a inoculagdo em meio MS contendo diferentes
combinagbes de 6-benzilaminopurina (BAP), acido naftalenoacético (ANA) e &cido 2,4 -
diclorofenoxiacético (2,4-D). Barra = 10mm.

MS

MS +0,2 mg.L™ de BAP

MS + 0,2 mg.L™* de ANA

MS + 0,2 mg.L" de BAP +
0,2mg.L™ de ANA

MS + 0,2 mg.L" de BAP +
0,45mg.L de2,4-D

Figura 8- Aspecto dos explantes de gavinha de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus)
amarelo hibrido Goldex, 60 dias ap6s a inoculagdo em meio MS contendo diferentes
combinacBes de 6-benzilaminopurina (BAP), acido naftalenoacético (ANA) e acido 2,4 -
diclorofenoxiacético (2,4-D). Barra = 10mm

MS

MS +0,2 mg.L™ de BAP

MS + 0,2 mg.L™" de ANA

MS + 0,2 mg.L™" de BAP +
0,2 mg.L™" de ANA

MS + 0,2 mg.L™" de BAP +
045mg.L de2,4-D
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4 CAPITULO 3 INDUCAO DE HAPLOIDES DE MELOEIRO POR MEIO DE
CRUZAMENTOS INTERESPECIFICOS COM OUTRAS CUCURBITACEAS

RESUMO

Cruzamentos interespecificos tém sido utilizados em diversas culturas de interesse econémico
como uma alternativa viavel a obtencdo de haploides. No entanto, em meloeiro, nenhum
trabalho com essa finalidade envolve o cruzamento entre géneros da familia cucurbitécea.
Diante disso, objetivou-se com esse trabalho investigar o potencial de dez espécies de
cucurbitaceas como doadoras de pdélen em cruzamentos interespecificos e intergenéricos com
trés variedades botanicas de meldo, visando a produgéo de haploides para sua integragdo no
programa de melhoramento da cultura. Os cruzamentos foram divididos e dois experimentos.
No experimento |, foram semeadas duas variedades boténicas de meldo: inodorus e
reticulatus, e, como doadoras de pélen, cinco espécies pertencentes a familia cucurbitéacea:
pepino (Cucumis sativus), maxixe (Do Norte e Paulista/Liso) (Cucumis anguria), abobora
(Cucdrbita moschata), melancia (Citrullus lanatus) e moranga (Cuclrbita maxima).
Considerando os resultados obtidos, para o experimento Il duas alteracGes foram realizadas:
foi incluida a variedade botanica cantalupensis e foi adicionada a polinizacdo com mistura de
poélen. Como doadoras de pdlen, foram testadas as cucurbitaceas: bucha (Luffa aegyptiaca),
cabaca (Lagenaria siceraria), maxixe bravo (Cucumis dipsaceus), meldo-de-sdo-caetano
(Momordica charantia) e abobrinha (Cucurbita pepo). Para todas as cucurbitaceas estudadas,
foram realizadas a morfometria dos grdos de p6len e do aparelho reprodutor feminino. Néo
houve formagéo de embrides haploides em nenhuma das 448 flores polinizadas por meio de
cruzamentos no experimento |. J& no experimento I, 23 embrifes foram resgatados, por
possuirem caracteristicas tipicas de haploide. Foram observadas diferencas entre a morfologia
dos gréos de polen, bem como dos pistilos. Abobrinha e melao-de-sao-caetano séo capazes de
formar frutos partenocarpicos em meloeiro; a formacao de frutos a partir da mistura de pélen
foi possivel em todas as espécies testadas, sendo a eficiéncia variavel entre as variedades de
meldo testadas; e apenas nos cruzamentos com abobrinha foram produzidas sementes com

caracteristicas tipicas de haploide.

Palavras-chave: Polinizacdo. Resgate de embrides. Morfometria.
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ABSTRACT

Interspecific crosses have been used in several crops of economic interest as a viable alternative to
obtaining haploids. However, in melon, no work with this purpose involves the cross between genders
of the cucurbit family. The objective of this work was to investigate the potential of ten species of
cucurbits as pollen donors in interspecific and intergeneric crosses with three botanical varieties of
melon, aiming at the production of haploids for their integration into the crop breeding program. The
crosses were divided and two experiments. In the experiment I, two botanical varieties of melon:
inodorus and reticulatus and, as pollen donors, five cucurbitaceous cucumber species (Cucumis
sativus), maxixe (Do Norte and Paulista / Liso) (Cucumis anguria L.) were sown. ), pumpkin
(Cucurbita moschata), watermelon (Citrullus lanatus) and moraine (maximum Cucurbita). Considering
the results obtained, for the experiment Il two alterations were made: the botanical variety was
included cantalupensis and the pollination with pollen mixture was added. As pollen donors, the
cucurbitaceae (Luffa aegyptiaca), gourd (Lagenaria siceraria), maxixe bravo (Cucumis dipsaceus),
melon-de-caetano (Momordica charantia) and zucchini (Cucurbita pepo) were tested. For all cucurbits
studied, morphometry of the pollen grains and the female reproductive tract were performed. No
haploid embryos were formed in any of the 448 pollinated flowers by means of crosses in Experiment
I. In Experiment 1, 23 embryos were rescued because they had typical haploid characteristics.
Differences were observed between the morphology of the pollen grains as well as the pistils. Zucchini
and melon-de-sdo-caetano are capable of forming parthenocarpic fruits in melon; the formation of
fruits from the pollen mixture was possible in all tested species, with variable efficiency among the
melon varieties being tested; and only in crosses with zucchini seeds were produced with

characteristics typical of haploid.

Key words: Pollination. Embryo rescue. Morphometry.
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INTRODUCAO

A familia Cucurbitaceae inclui diversas hortalicas, como pepino (Cucumis sativus L.),
meldo (Cucumis melo L.), abébora (Cucurbita moschata Duchesne ex Poir.), moranga
(Cucurbita maxima Duch. ex Lam.), abobrinha (Cucurbita pepo L.), melancia (Citrullus
lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai), meldo-de-séo-caetano (Momordica charantia), bucha
(Luffa aegyptiaca), cabaca (Lagenaria siceraria), maxixe (Cucumis anguria), maxixe bravo
(Cucumis dipsaceus) e outras espécies, cultivadas ao redor do mundo, pelas mais diferentes
etnias (DONG et al., 2016). Dentre essas, Cucumis melo L., destaca-se como uma das
principais cucurbitaceas economicamente cultivadas no Brasil e no mundo (VALADARES et
al., 2017).

Nos programas de melhoramento, a obtencdo de linhas homozigotas, para posterior
transferéncia dos genes de interesse, € uma etapa que pode durar mais de 10 anos, devido aos
sucessivos ciclos de autofecundacdo e selecdo, e ndo resulta em individuos 100%
homozigotos (BAKTEMUR; TASKIN; BUYUKALACA, 2013). Uma alternativa para
contornar esse entrave € a obtencdo de di-haploides, que consiste na inducdo do
desenvolvimento de haploides (monoploides) seguida da duplicacdo dos cromossomos desses
individuos haploides (SEGUI-SIMARRO; NUEZ, 2008).

Dentre as técnicas utilizadas para obtencdo de haploides, a eliminacdo somatica de
cromossomos por meio de cruzamentos intergenéricos, seguida do resgate dos embrides,
embora muito eficiente para algumas espécies, nunca foi estudada em meloeiro (ISHII et al.,
2010; TAYENG; CHAUDHARY; KISHORE, 2012; PRATAP; CHAUDHARY, 2012;
CHAUDHARY et al., 2013; GUPTA, et al., 2016). Existem relatos sobre a obtencdo de
haploides por meio de cruzamentos entre membros da familia cucurbitdcea, como no género
cucurbita, e em meldo, quando submetido ao cruzamento interespecifico com uma espécie
selvagem tetraploide (Cucumis ficifolius), porem em uma taxa inferior a 0,3% (HAYASE,
1954; DUMAS DE VAULX, 1979). Além disso, experimentos visando a obtencdo de
hibridos interespecificos foram conduzidos entre C. melo e C. sagittatus, C. metuliferus, C.
sativus e C. prophetarum (CHEN; ADELBERG, 2000). Vale salientar que ndo ha registro na
literatura de cruzamentos intergenéricos visando a obtencdo de haploides em meloeiro.

Diante disso, objetivou-se com esse trabalho investigar o potencial de dez espécies de
cucurbitaceas como doadoras de pdélen em cruzamentos interespecificos e intergenéricos com
trés variedades boténicas de meloeiro, visando a producdo de haploides para sua integracdo no

programa de melhoramento da cultura.
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MATERIAL E METODOS

Foram testadas, como doadoras de polen, dez espécies da familia Cucurbitaceae, sendo
metade analisadas no segundo semestre de 2017 (Experimento I), e a outra metade no
primeiro semestre de 2018 (Experimento Il), ambos em casa de vegetacdo de 8 m x 20 m,
com revestimento de filme plastico, equipada com um sistema de arrefecimento composto por
exaustor e colmeia, localizada na Embrapa Agroindustria Tropical, unidade sede em

Fortaleza-CE (Figuras 1 e 2).

Figura 9- Croqui do Experimento | na casa de vegetacao, no segundo semestre de 2017.
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As sementes germinaram em bandejas contendo 200 células de polietileno com
comprimento de 547 mm, largura de 287 mm, altura de 50 mm e volume de 12,5mL por
célula, preenchidas com uma mistura de 1:1 de volume de p6 de fibra de coco e turfa
comercial (Figura 3). Passados dez dias do semeio, as mudas foram transplantadas para vasos
de polietileno de 5 litros preenchidos com areia. A semeadura do meldo foi escalonada,
estendendo o periodo de floragdo da cultura. Foram realizadas capinas entre e dentro dos
vasos, sempre que necessario. As plantas foram fertirrigadas diariamente, sendo fornecida a

quantidade de agua e nutrientes adequados para cada fase de desenvolvimento da cultura.

Figura 11- Aspecto das sementes de 10 espécies da familia cucurbitdcea em células de
polietileno contendo substrato para germinacdo. Da esquerda para a direita, em coluna:
moranga (Cucurbita méaxima), pepino (Cucumis sativus), melancia (Citrullus lanatus),
abobora (Cucurbita moschata), maxixe do Norte (Cucumis anguria), abobrinha (Cucurbita
pepo), bucha (Luffa aegyptiaca), cabaca (Lagenaria siceraria), maxixe bravo (Cucumis
dipsaceus) e meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia).
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No primeiro experimento, foram semeadas duas variedades botanicas de meloeiro:

inodorus e reticulatus, e, como doadoras de pdlen, cinco espécies pertencentes a familia
cucurbitacea: pepino (Cucumis sativus), maxixe (Do Norte e Paulista/Liso) (Cucumis anguria
L.), abobora (Cucurbita moschata), melancia (Citrullus lanatus) e moranga (Cucurbita
maxima). No periodo de floracéo, ao final da tarde, as flores com ovéario, em pré-antese, eram
protegidas usando capsulas de gelatina. Para as flores hermafroditas, visando evitar a
autofecundacdo, foi realizada, com auxilio de pinca, a emasculacdo. Nas demais

cucurbitaceas, foram realizadas protecdes nas flores masculinas, também em pre-antese.



58

Todos os dias, nas primeiras horas da manha, estigmas dos meloeiros eram polinizados com o
polen de uma das cinco cucurbitaceas, ambas previamente protegidas (Figura 4). Apenas uma
espécie doadora era utilizada em cada planta de meloeiro. Para evitar a competicdo pelos
fotoassimilados, ndo foram realizadas polinizacGes nas plantas que possuissem trés flores

polinizadas e ndo abortadas.

Figura 12- Etapas da hibridizacéo artificial de meloeiro: A - flor feminina protegida; B - flor
masculina protegida com capsula de gelatina; C - retirada das pétalas da flor feminina; D -
retirada das pétalas da flor masculina; E - polinizagdo artificial; F - estigma polinizado; G -
flor polinizada, protegida com capsula de gelatina, e identificada; e, H - fruto obtido e
identificado.

Considerando os resultados obtidos ao final desse ciclo de cruzamentos (Experimento
1), duas alteracBes foram realizadas na implantacdo do experimento II: foi incluida a
variedade botanica cantalupensis e uma nova forma de polinizacdo foi adicionada
(Experimento I1). Além do pdlen da cucurbitacea doadora, a flor do meloeiro também foi
polinizada com um pouco de pélen da prépria planta receptora, com o intuito de estimular a
formacéo dos frutos. Como doadoras de pélen, foram testadas as cucurbitaceas: bucha (Luffa
aegyptiaca), cabaca (Lagenaria siceraria), maxixe bravo (Cucumis dipsaceus), meldo-de-séo-
caetano (Momordica charantia) e abobrinha (Cucurbita pepo). A mistura dos pélens era
realizada, polinizando-se uma flor de meloeiro com pdlen da prépria planta, juntamente com
polen de uma das cucurbitéceas, que contribuia com a maior parte do polen recebido pelo
estigma. Para evitar competicdo por fotoassimilados, as misturas de pélen s6 aconteciam em
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plantas que abortavam, pelo menos trés flores previamente polinizadas com pdlen de
cucurbitacea, sem mistura.

Os frutos gerados foram colhidos entre 21 e 24 dias apds a polinizacdo. Procedeu-se
lavagem com &gua corrente e sabdo neutro, e secagem, para retirar residuos solidos na
superficie do fruto. Em seguida, foram levados para capela de fluxo laminar, colocados em
bandejas de aluminio e desinfestados em alcool etilico 96% pelo método dry burning (DAL;
SARI; SOLMAZ, 2016). Com o auxilio de uma faca, realizou-se um corte longitudinal, sendo
as sementes extraidas e colocadas em placa de Petri. Com o auxilio de microscéopio
estereoscopico e luz fluorescente, as sementes foram examinadas, e as que continham
embrides menos desenvolvidos foram transferidas para outra placa de Petri, para remocao do
tegumento (Figura 5). Os embrides resgatados foram transferidos para tubos de ensaio
contendo 10 ml de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Todos os instrumentos usados

na capela foram previamente esterilizados.

Figura 13- A - Fruto identificado; B - pulverizacdo com &lcool etilico 96%; C — método dry
burning; D — extracdo de sementes em frutos cortados longitudinalmente; E — avaliacdo de
embrides em microscdpio estereoscopico; F - semente sem embrido (esquerda), com embrido
e endosperma reduzidos (centro) e completamente form

(direita).

T

Como controle, em ambos 0s experimentos, todas as cucurbitdceas foram
autofecundadas, incluindo as variedades botanicas de meldo. Assim como nos cruzamentos,
as flores eram protegidas no dia anterior a polinizacdo; polinizadas nas primeiras horas da
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manhd, do dia seguinte; e novamente protegidas, para evitar contaminagdo com poélen de
outras culturas.

Com o intuito de compreender a morfologia das estruturas reprodutoras das espécies
estudadas, procedeu-se a coleta, nas primeiras horas da manha, de flores masculinas em
antese, seguido da deposicdo dos grdos de polen diretamente nas laminas, para visualizacao
em microscépio de luz. Usando o software Olympus Cell*B®, foram realizadas medices
equatoriais e polares de 40 grdos de pdlen de cada espécie. Para as estruturas reprodutivas
femininas, foram efetuadas coletas de flores femininas e hermafroditas, em antese. Cada flor
foi seccionada longitudinalmente, de modo a evidenciar estigma, estilete e ovario. Com o
auxilio de um paquimetro digital, as estruturas foram mensuradas em uma das secgdes de,
pelo menos, 35 flores de cada espécie.

Em ambos os experimentos, empregou-se o delineamento inteiramente casualizado.
Todas as cucurbitaceas, incluindo as variedades boténicas de meldo, foram autofecundadas,
como controle experimental.

No experimento I, os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial (2 x 6), sendo
duas variedades botanicas de meldo e cinco espécies de cucurbitaceas. Utilizou-se quatro
parcelas, de cinco plantas cada, onde eram realizadas, pelo menos, quatro polinizacGes em
flores distintas. Para o experimento II, usou-se esquema fatorial (3 x 5), entre trés variedades
botanicas de meldo e cinco espécies de cucurbitaceas. Cada tratamento era composto de
quatro parcelas de cinco plantas. Para o experimento |1, os cruzamentos com mistura de pélen
sO ocorriam quando as plantas ja tinham, pelo menos, trés flores polinizadas apenas com o

polen da doadora.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento |

N&o houve formacdo de embrides haploides em nenhuma das 448 flores polinizadas
por meio de cruzamento interespecifico (Tabela 1). No entanto, os cruzamentos controle
foram capazes de gerar frutos com sementes, assegurando a viabilidade do pélen (Figuras 6 e
7). Do mesmo modo, os frutos gerados nas duas variedades botanicas de meloeiro testadas
certificam a viabilidade dos 6vulos, bem como a receptividade dos estigmas. Era esperado que
pelo menos umas das culturas testadas como doadoras de pélen fosse capaz de estimular a
producdo de frutos contendo sementes haploides, visto que para outras culturas, como o trigo,
a frequéncia de formacdo de embrides haploides via eliminagdo somatica de cromossomos
alcanca valores acima de 20% (GUPTA, et al., 2016).

Tabela 10- Cruzamentos interespecificos realizados entre duas variedades botanicas de
meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus e var reticulatus) e seis cucurbitaceas, como
doadoras de pdlen.

Cruzamentos® N° de flores N° de frutos
Receptor Doador Polinizada Fertilizada desenvolvidos

Maxixe Liso (Cucumis anguria) 36 0 0

Maxixe do Norte (Cucumis anguria) 26 0 0

) Moranga (Cucurbita maxima) 30 0 0
inodorus . . .

Pepino (Cucumis sativus) 39 0 0

Melancia (Citrullus lanatus) 45 0 0

Abobora (Cucurbita moschata) 43 0 0

Maxixe Liso (Cucumis anguria) 37 0 0

Maxixe do Norte (Cucumis anguria) 39 0 0

) Moranga (Cucurbita maxima) 33 0 0
reticulatus . .

Pepino (Cucumis sativus) 43 0 0

Melancia (Citrullus lanatus) 45 0 0

Abobora (Cucurbita moschata) 32 0 0

Total 448 - -

1/Foram obtidos frutos a partir das autofecundagdes realizadas visando o controle experimental.



Figura 14- Estruturas reprodutivas de cinco espécies de cucurbitaceas. Antera,
estigma e estigma polinizado de mel&o-de-sdo-caetano (Momordica charantia)
(A, B e C), abobrinha (Cucurbita pepo) (D, E e F), cabaca (Lagenaria
siceraria) (G, H e I), maxixe bravo (Cucumis dipsaceus) (J, K e L) e antera e
estigma polinizado de bucha (Luffa aegyptiaca) (M e N).
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Figura 15- Frutos controles das espécies testadas em ambos os experimentos: meldo (A),
meldo-de-sdo-caetano (B), pepino (C), maxixe do norte (D), maxixe liso (E), melancia (F),
bucha (G), cabaca (H), maxixe bravo (I), moranga (J), abobrinha* (K), abdbora* (L). *Os
experimentos foram encerrados antes do desenvolvimento completo dos frutos de abdbora e
abobrinha.
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Trabalhos similares de cruzamento interespecifico, utilizando o milho como doador de
polen, mostraram resultados satisfatorios para producdo de embriGes haploides em centeio
(Secale cereale), cevada (Hordeum vulgare) e aveia (Avena sativa). Por sofrerem degeneracéo
do endosperma, é necessario proceder o resgate dos embrides e seu posterior cultivo in vitro
(WEDZONY et. al., 2009).

Diversos fatores podem ter influenciado, isolada ou conjuntamente, para 0 Insucesso
na producéo das sementes haploides, como a incompatibilidade cromossémica e os diferentes
niveis de ploidia das espécies avaliadas (ABDOLLAHI et al., 2016; LI, Z et al., 2018;
BISOGNIN, 2002; SANDLIN et al., 2012; JAMWAL; SHARMA, 2017; PATEL et al., 2017;
Ll etal., 2016; MILC, et al., 2016; SAXENA et al., 2015) (Tabela 2).

Tabela 11- Numero de cromossomos das 11 espécies de cucurbitaceas (2n = 2x) utilizadas nos
dois experimentos de cruzamentos interespecificos.

Experimento Nome comum Espécie Ndmero de
Cromossomos

Pepino Cucumis sativus 14

Maxixe do Norte Cucumis anguria 24

I Moranga Cucurbita maxima 40
Abdbora Cucurbita moschata 40

Melancia Citrullus lanatus 22

Bucha Luffa aegyptiaca 26

Cabaca Lagenaria siceraria 22

] Maxixe Bravo Cucumis dipsaceus 24
Abobrinha Cucurbita pepo 40
Mel&o-de-séo-caetano Momordica charantia 22

lell Melao Cucumis melo 24

A morfologia dos gréos de polen das doadoras € outro fator que pode ter influenciado
no resultado dos cruzamentos, haja vista a variedade de formas e tamanhos encontradas
nessas estruturas reprodutivas (Figura 8) (Tabela 3). Algumas cucurbitaceas, como abdbora e
moranga, apresentam gréos de polen bem maiores que os encontrados no meldo, o que resulta
em menos gréos de polen dessas doadoras na superficie do estigma, e essa desproporcao de
tamanho, e, consequentemente, de concentragdo, pode ter contribuido para a ndo formacdo do

fruto.
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Figura 16- Aspecto morfoldgico de gréos de pdlen de 13 cucurbitaceas em aumento optico de
200x: abobrinha (Cucurbita pepo) (A), moranga (Cucurbita méxima) (B), abdbora (Cucurbita
moschata) (C), meld-de-sdo-caetano (Momordica charantia) (D), bucha (Luffa aegyptiaca)
(E), melancia (Citrullus lanatus) (F), meldo (Cucumis melo var. cantalupensis) (G), meldo
(Cucumis melo var. inodorus) (H), meldo (Cucumis melo var. reticulatus) (I), maxixe do norte
(Cucumis anguria) (J), pepino (Cucumis sativus) (K), maxixe bravo (Cucumis dipsaceus) (L),
cabaca (Lagenaria siceraria) (M). Barra = 100 um.

A morfometria do aparelho reprodutor feminino aponta, indiretamente, quais espécies
possuem gréos de polen capazes de alcancar o 6vulo da espécie receptora, uma vez que 0
comprimento do pistilo indica o tamanho aproximado do tubo polinico da espécie. Todas as
doadoras, com exce¢do da melancia, possuem tamanho de pistilo superior as trés variedades
botanicas do meldo, indicando ndo ser esse um fator limitante paras as culturas doadoras
(Figura 9).
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Figura 17- Seccdo longitudinal de flores femininas de 10 espécies de cucurbitaceas, coletadas
em antese, evidenciando as estruturas reprodutivas (estigma, estilete e ovario): moranga
(Cucurbita maxima) (A), meldo (Cucumis melo) (B), abobrinha (Cucurbita pepo) (C),
maxixe bravo (Cucumis dipsaceus) (D), maxixe do norte (Cucumis anguria) (E), meldo-de-
sdo-caetano (Momordica charantia) (F), melancia (Citrullus lanatus) (G), cabaca (Lagenaria
siceraria) (H), pepino (Cucumis sativus) (I), bucha (Luffa aegyptiaca) (J). Barra=1 cm.




67

Tabela 12- Morfometria de grdos de pdlen e aparelho reprodutor feminino de trés variedades
boténicas de meldo e outras dez espécies de cucurbitaceas. Foram mensurados 40 gréos de
polen e 35 flores femininas de cada espécie.

Gréo de polen Flor feminina

Espécie Equatorial Polar Estigma Estilete Ovario  Pistilo®

-------- Meédia (um) Media (mm)-------------------
var. cantalupensis 50,80 30,40 3,05 4,56 7,70 15,31
var. inodorus 50,10 31,10 2,72 3,76 7,45 13,93
var. reticulatus 49,80 31,20 3,38 4,78 6,72 14,88
Abdbrinha 136,90 134,70 8,39 13,62 34,84 56,85
Moranga 128,10 127,00 10,30 16,54 16,55 43,39
Abbbora 122,90 122,60 10,75 12,72 13,69 37,16
Bucha 60,00 110,50 5,90 22,03 46,95 74,88
Cabaca 59,10 49,60 4,56 7,12 18,22 29,90
Pepino 56,90 42,30 4,22 5,39 14,46 24,07
Meldo-de-sdo-caetano 44,60 84,00 2,08 8,66 5,26 16,00
Maxixe bravo 44,10 29,10 2,63 3,43 9,63 15,69
Maxixe do Norte 43,00 27,80 3,13 4,44 8,58 16,15
Melancia 41,50 71,00 2,35 4,45 6,94 13,74

!/ Variedades botanicas de Cucumis melo. ¥/Somatdrio das medidas do estigma, estilete e ovario.

Experimento Il

Um total de 1081 flores foram polinizadas, sendo 725 flores polinizadas apenas com o

polen da doadora, e 356 flores polinizadas com mistura entre pélen da doadora e pélen da

prépria receptora (Tabela 4).

Tabela 13- Quantidade de frutos obtidos por cruzamentos realizados para cada cruzamento
interespecifico, com mistura (cm) ou sem mistura (sm) de pélen da respectiva variedade

botanica de meloeiro.

Variedade botanica de Cucumis melo

Cucurbitaceas! cantaloupensis inodorus reticulatus Total
cm sm cm sm cm sm

Abobrinha 4/13 0/44 3/21 2*/42 9/35 1*/57 19/212
Bucha 5/26 0/44 5/21 0/48 16/33 0/55 26/227
Cabaca 2120 0/46 1/15 0/47 9/29 0/55 12/212
Maxixe bravo 7112 0/46 8/23 0/49 17/33 0/55 32/218
Mel&o-de-sdo-caetano 3/23 0/40 9/30 1/48 11/22 0/49 24212

Total 21/94 0/220  26/110  3/234  62/152 1/271 113/1081

T - - = X - -

/Foram obtidos frutos a partir das autofecundagdes realizadas visando o controle experimental. */Sementes
contendo embriGes com morfologia similar a embriGes haploides foram obtidas, germinaram, sendo as plantas
cultivadas em telado para confirmac&o do nivel de ploidia.
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O maior numero de frutos foi obtido usando maxixe bravo como doador de pdlen. No
entanto, apenas abobrinha e meldo-de-sdo-caetano promoveram a formagdo de fruto sem a
mistura dos polens. Dois frutos produziram apenas sementes vazias (abobrinha (&) x inodorus
(?) e meldo-de-sdo-caetano (&) x inodorus (2)); um fruto produziu um embrido com aspecto
haploide tipico (abobrinha (J4) x inodorus (9)); e o fruto oriundo do cruzamento entre
abobrinha (3 e reticulatus (Q) produziu 22 sementes potencialmente haploides. Além disto,
parte das flores polinizadas com mistura de polens desenvolveu fruto. No entanto, poucas
sementes apresentaram embrido com formato de coracao, o que é esperado para um embrido
haploide. Apos a germinagdo dessas sementes, folhas jovens foram coletadas em tampdo Otto
I1 (OTTO, 1990) de cada uma das plantulas oriundas dos embrides resgatados, para posterior
verificacdo do nivel de ploidia. Haploides ja foram obtidos em meloeiro, em porcentagem
inferior a 0,3%, quando esse foi cruzado com Cucumis ficifolius, uma espécie selvagem
tetraploide (2n = 48), que é tolerante a varias pragas do meldo (DUMAS DE VAULX, 1979).

A formacdo dos frutos sem sementes sugere um crescimento partenocarpico, visto que
a auxina foi produzida sem haver a fertilizacdo dos 6vulos. Em tomate, o cruzamento entre a
espécie comercial, Solanum lycopersicum, e espécies selvagens, como Solanum habrochaites
e Solanum peruvianum, produzem frutos partenocéarpicos (GORGUET et al., 2008).
Semelhantemente ao ocorrido no experimento I, todos os controles formaram frutos com
sementes viaveis (Figura 7).

Embora todas as espécies testadas tenham desenvolvido frutos, quando adotada a
polinizacdo com mistura de polen, a eficiéncia na producdo desses frutos variou entre as
variedades botanicas, sendo a reticulatus a mais eficiente, com 41,1% de frutos formados por
flores polinizadas, contra 22,3% e 23,6% das variedades cantalupensis e reticulatus,

respectivamente.
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CONCLUSAO

Abobrinha e meldo-de-sdo-caetano sdo capazes de formar frutos partenocarpicos em
meloeiro;

A formagcdo de frutos a partir da mistura de pdlen foi possivel em todas as variedades
boténicas testadas, sendo a eficiéncia varidvel entre essas variedades e as doadoras de poélen.

Apenas nos cruzamentos com abobrinha (Cucurbita pepo) foram produzidos embrides

com caracteristicas tipicas de haploide.
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5 CONCLUSAO GERAL

Gavinhas e anteras mostraram-se adequados para o estabelecimento in vitro da cultura,
respondendo de forma satisfatoria a desinfestagdo mais rapida e menos concentrada. Esses
explantes produziram calos morfologicamente distintos, respondendo de forma especifica
para as diferentes concentragdes de auxina e citocininas testadas.

Dentre as dez espécies utilizadas como doadoras de pdlen, abobrinha e melao-de-séo-
caetano promoveram a formacdo de frutos partenocarpicos em meloeiro. Apenas abobrinha
foi capaz de estimular a producdo de frutos de meloeiro contendo embribes com
caracteristicas tipicas de haploide.

Estudos complementeras deverdo ser realizados com o intuito de obter meloeiros
haploides, haja vista que os tratamentos alternativos analisados mostraram potencial para

gerar esses monoploides.
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