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Regeneracdo in vitro de meldo, cv. ‘Gaucho’

In vitro regeneration of melon, cv. ‘Galcho’

Daiane Schmidt de Pinho™ Maristela dos Santos Rey!" Aniheb Vieira' Rodrigo Danielowski'
Eugenia Jacira Bolacel Braga' Jose Antonio Peters'

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi otimizar um
protocolo de regeneracéo de explantes cotiledonares de meldo,
cultivar ‘Gaulcho’, avaliando a composicdo de meios de
germinagdo e o tempo de permanéncia dos explantes nesses
meios. Para isso, as sementes foram germinadas em meio MS
semi-s6lido contendo BAP ou ANA e sem esses reguladores de
crescimento. As sementes permaneceram nesses meios por um,
dois, trés e quatro dias, sendo entéo seus cotilédones inoculados
em meio MS contendo diferentes concentragdes de BAP (0,5;
0,9; 1,5 e 2,0mg L*). As maiores taxas de regeneragao
ocorreram nos cotilédones oriundos de sementes mantidas
durante um e dois dias nos meios contendo 0,5 e 0,9mg L*de
BAP. O aumento da permanéncia dos explantes nos meios de
germinacéo e as elevadas concentragdes de BAP nos meios de
regeneragdo diminuiram a capacidade organogénica dos
explantes e incrementaram a formagédo de calos.

Palavras-chave: Cucumis melo L., meio de cultura,
morfogénese.

ABSTRACT

The aim of the present study was to optimize a cv.
Gaucho melon cotyledon explant regeneration protocol,
evaluating the germination media composition and the explant
exposition period in these media. For this purpose, seeds were
germinated in semi-solid MS medium containing either BAP
or ANA, and without growth regulators. The seeds were kept in
these media for one, two, three or four days; afterwards, their
cotyledons were inoculated in MS medium containing different
BAP concentrations (0.5; 0.9; 1.5 and 2.0mg L™). The highest
regeneration rates occurred with cotyledons from seeds which
had been kept for one or two days in media containing 0.5 and
0.9mg L* BAP. Both the increase in the explant exposition time
in germination media and high BAP concentrations in
regeneration media decreased explant organogenic capacity,
and increased callus formation.

Key words: Cucumis melo L., culture medium, morphogenesis.

INTRODUCAO

O meloeiro (Cucumis melo L.) pertencente
a familia cucurbitaceae, ¢ uma planta anual, herbacea e
que apresenta frutos, classificados como climatéricos,
altamente pereciveis em fun¢do da elevada
percentagem de agua e produgio de etileno, baixa acidez
e estrutura celular com grandes vactolos (PECH et al.,
1994). Para contornar essas dificuldades, a associagdo
de técnicas bioquimicas, moleculares e de cultura in
vitro possibilita a manipulagdo genética de plantas
buscando o controle da expressio de genes envolvidos
na biossintese do etileno, possibilitando a obtengéo
de frutos com maturagdo retardada apos a colheira
(SILVA et al., 2004). Porém, para a aplicagdo dessas
tecnologias, ¢ de fundamental importancia o
desenvolvimento de métodos eficientes de regeneragdo
de plantas, por meio da cultura de tecidos (DANG &
WETL 2009).

A morfogénese, caracterizada pela
emergéncia e formacgdo de novos orgaos, resulta da
interagdo de processos de indugdo, competéncia,
determinacdo e diferenciagdo celular, os quais sdo
influenciados pelo meio de cultivo, pelo genétipo, pelo
tipo e pelas condigoes fisiologicas dos explantes, bem
como pelas condigdes fisicas do cultivo in vitro (LIU
& PIJUT, 2008).

Gemas e brotagdes de meldo tém sido obtidas
diretamente de cotilédones (NIEDZ et al., 1989) e folhas
(YADAV etal., 1996) e indiretamente de calos derivados
de cotilédones (MOLINA & NUEZ, 1995) e hipocétilos
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(KATHAL et al., 1995). Entre os diferentes tipos de
explantes utilizados para regeneragdo em melao,
secgOes foliares e cotiledonares tém apresentado maior
taxa de regeneragdo (MOLINA & NUEZ, 1995), embora
os ultimos apresentem resposta mais rapida (DIRKS &
VAN BUGGENUM, 1989).

A capacidade regenerativa dos explantes ¢
altamente dependente do genotipo utilizado, como tem
sido detectado em varios trabalhos com meldo (GRAY
et al., 1993). Esse fato determina a necessidade do
desenvolvimento de protocolos de regeneragdo para
cultivares especificas visando a otimizagdo da resposta
in vitro e posterior aplicagdo de técnicas de biologia
molecular e de transformagao genética nestes, ja que a
maioria dos estudos realizados utilizam meldes do grupo
cantalupensis (GUIS et al., 1997; SILVA et al., 2004).
Entretanto, no Brasil e mais precisamente no Sul do
Pais, sdo cultivados meldes pertencentes ao grupo
saccharinus, que apresentam tamanho de frutos médios
a grande, com polpa esbranqui¢ada ou amarelada e
doce (KIRKBRIDE, 1993). Dentro desse grupo,
enquadra-se a cultivar ‘Gaticho’, que, embora tenha
uma area de plantio bastante representativa, produz
frutos altamente pereciveis, com uma vida de prateleira
de quatro a seis dias, dependendo das condigdes de
cultivo e do ponto de colheita.

Em consequéncia do exposto e visando, no
futuro, a transformagdo genética, para aumentar a
conservabilidade de seus frutos, o objetivo do presente
trabalho foi otimizar um protocolo de regeneragao de
explantes cotiledonares de meldo, cultivar ‘Gatcho’,
avaliando a composi¢do de meios de germinagao e o
tempo de permanéncia dos explantes nestes meios.

MATERIAL E METODOS

Sementes maduras de meldo (Cucumis melo
L.), cultivar ‘Gaucho’, apds retirada de seus
tegumentos, foram desinfestadas por meio da imersao
por 20 minutos em hipoclorito de soédio 2%, juntamente
com uma gota de detergente, seguida de trés lavagens
em agua destilada e esterilizada, sob condigdes
assépticas. Apds a desinfestacdo, as sementes foram
inoculadas em trés meios de cultura semi-sélidos para
germinagdo (Figura 1-A1): G1- MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962); G2- MS + 2mg L'ANA (4cido a.-
naftalenoacético); G3- MS + 2mg L' BAP (6-
benzilaminopurina). O pH dos meios de cultura foram
ajustados para 5,8 antes da adigdo do agar (7g L") e
autoclavados durante 20 minutos a 121°C e 1,5atm.
Apés a inoculacdo das sementes, os frascos foram
transferidos para cdmara de crescimento, no escuro,
por um, dois, trés e quatro dias. Apds cada periodo, os

cotilédones foram separados, divididos em cinco partes
(Figura 1-A;) e inoculados em meios de regeneragdo
MS +30g L sacarose +0,2mg L' ABA (4cido abscisico)
+2,2mg L' CaCl, (PEREIRA etal., 1999) acrescidos de
diferentes concentragdes de BAP (0,5; 0,9; 1,5 ¢ 2,0mg
L"). Os meios contendo os explantes foram entdo
transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo
de 16h, temperatura de 25+2°C e densidade de fluxo de
fotons fotossinteticamente ativos de 36umol m? s,
por 45 dias. Ao final do periodo de cultivo, foram
avaliadas a presenca de calos e a percentagem de
explantes regenerativos, ou seja, que apresentavam
gemas (< 4,0mm) e/ou brotagdes (>4,0mm).

Utilizou-se um delineamento experimental
inteiramente casualizado, com tratamentos fatoriais
3x4x4, sendo trés meios de germinagao, quatro periodos
de permanéncia em meio de germinagdo e quatro
concentracdes de BAP no meio de regenerag@o. Foram
utilizadas quatro repeti¢des contendo 20 explantes em
cada, totalizando 80 por tratamento. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia por meio do
pacote estatistico WINSTAT (MACHADO &
CONCEICAO, 2003), e os dados foram transformados
em y=arcsen (x/100)"2, em que x representa o valor
percentual obtido para as variaveis analisadas. Para a
comparagdo dos resultados obtidos, adotou-se o teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que os explantes responderam
diferentemente quanto a percentagem de regeneragao
em funcdo dos dias que permaneceram nos meios de
germinacgao (Figura 2), bem como pela concentragio
de BAP nos meios regenerativos (Figura 3).

Conforme pode ser visualizado na figura 2,
houve interagdo entre meios de germinagdo e dias em
que as sementes permaneceram nestes meios. As
melhores respostas foram obtidas em explantes
provenientes de sementes inoculadas em meio MS (G1),
sem regulador de crescimento, por um dia (29,66% de
explantes com gemas e/ou brotagdes). Os cotilédones
oriundos de sementes cultivadas nos meios
germinativos contendo ANA e BAP apresentaram
respostas inferiores as do meio G1, com taxas de
regeneragdo maximas de 16,56 e 14,06%,
respectivamente, quando cultivados por um dia nesses
meios.

Resultados similares foram obtidos quando
foram comparados o efeito das concentragdes de BAP
nos meios regenerativos e o tempo de permanéncia
das sementes nos meios germinativos (Figura 3).
Explantes oriundos de sementes cultivadas por um dia
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Figura 1 - Regeneragéo in vitro de explantes cotiledonares de meldo da cultivar ‘Gaticho’: sementes
(A)); explantes (A,); gemas (B)); calos (B,); brotagdes (C); e planta regenerada (D).
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nos meios germinativos e inoculados em meios
regenerativos com baixas concentragdes de BAP (0,5 ¢
0,9mg L) apresentaram melhores respostas, com 25,41
e 27,08% de regeneracdo, respectivamente, ocorrendo,
por outro lado, drasticas redugdes nessas taxas quando
os explantes foram cultivados por quatro dias nos
meios germinativos (0 e 4,83%). O aumento do periodo
de permanéncia das sementes nos meios germinativos,
além de induzir menor regeneracdo dos explantes,
determinou uma sensibilidade menor destes as
concentracdes de BAP empregadas nos meios
regenerativos (Figura 3). A taxa de regeneracdo
diminuiu, em média, apenas 7,51% na concentragdo de
0,5mg L' de BAP e 17,08% no meio contendo 2,0mg L"!
do mesmo regulador de crescimento.

Como ndo ocorreu interagdo entre 0s meios
germinativos e regenerativos, os efeitos dos meios
germinativos tornam-se mais evidentes quando estes
foram analisados separadamente (Figura 4). Observa-
se que o meio G1 apresentou maior percentagem de

explantes regenerantes (29,66%), sendo
estatisticamente diferente dos meios MS contendo
ANA e BAP, os quais ndo diferiram entre si.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo
similares aos de PEREIRA et al. (1999), os quais,
utilizando a mesma cultivar ¢ 0 mesmo meio de
regeneragéo contendo 0,9mg L' de BAP, obtiveram
maiores taxas de regeneragdo (48,34%) em cotilédones
oriundos de sementes germinadas por 24 horas. No
entanto, foram diferentes dos obtidos por NIEDZ et al.
(1989), LESHEM (1989) e FICCANDENTI etal. (1995),
os quais, trabalhando com meldes tipo catalupensis,
recomendaram a utilizag@o de cotilédones com quatro
acinco dias de germinacdo. Tais diferencas podem estar
relacionadas ao genoétipo utilizado pelos referidos
autores, o qual difere do material utilizado neste trabalho.

Diferentemente da taxa de regeneracdo de
gemas e/ou brotacdes, a formagdo de calos foi
incrementada com o aumento da permanéncia das
sementes nos meios de germinagdo e com o aumento
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Figura 2 - Percentagem de regeneracdo de explantes cotiledonares de meldo, cultivar ‘Gaticho’, em fung¢do
do tempo de permanéncia das sementes nos meios germinativos.

das concentragdoes de BAP nos meios regenerativos.
Com relagdo a formacgao de calos, neste trabalho, sdo
enfatizados aqueles provenientes do meio germinativo
G1, pois a resposta desse meio na indugao de explantes
regenerantes foi maior que os demais, sendo assim

observou-se que, quanto menor foi o periodo de
permanéncia nesse meio, menor foi a influéncia do
aumento da concentracdo de BAP nos meios
regenerativos sobre a taxa de indugdo de calos (Figura
5). Maiores induggo de calos (36,00 € 29,00%) ocorreram

35 4
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— (8] o]
w o w
L L 1

% explantes regenerantes

-
(=]
L

Y5 =21.50 = 7.51x - 3,24x" R’ =0,99
Yiog = 36.66 - 7.57x R* =095
Y5 =6.55+1542x - 4235° R’ =0,96

Yoo =-2.17 + 17.08x - 3,96x" R*=0,99

Dias em meio de germinagdo

Figura 3 - Percentagem de regeneracdo de explantes cotiledonares de meldo, cultivar ‘Gaticho’, em fungdo
do tempo de permanéncia das sementes nos meios germinativos ¢ das concentragdes de
benzilaminopurina (BAP) nos meios regenerativos.
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Figura 4 - Percentagem de regeneracdo de explantes cotiledonares de meldo, cultivar ‘Gaticho’, cujas sementes
permaneceram em diferentes meios germinativos, por um dia.

nos explantes inoculados no meio regenerativo
contendo 1,5mg L' de BAP e oriundos de sementes
mantidas por trés e quatro dias nos meios germinativos,
respectivamente. Isso também ocorre nos meios
germinativos G2 e G3, pois, com o aumento da

permanéncia nesses meios e o aumento da
concentragdo de BAP, no meio regenerativo, também
ocorreu um acréscimo da formagao de calos.

Os resultados obtidos neste trabalho
indicam que explantes mantidos por menor tempo nos

% de explantes com calos

409 yp5=-1766+19,61x-3,17x"R = 0,56 Yeus= - 24,81 + 39,28x -6,43x" R* = 0,99
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Figura 5 - Percentagem de formagdo de calos em explantes cotiledonares de meldo, cultivar ‘Gaticho’, em fungéo
do tempo de permanéncia das sementes nos meios germinativos e das concentragdes de benzilaminopurina
(BAP) nos meios regenerativos.
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meios germinativos apresentam maior capacidade
regenerativa, ocorrendo o inverso quanto a formagao
de calos, os quais podem induzir aumento na variagédo
somaclonal das brotagdes regeneradas (BAIRU et al.,
2006), que seria indesejavel no processo de
transformacgdo genética. PEREIRA et al. (1999),
trabalhando com meldo das cultivares ‘Gaicho’ e
‘Imperial’, verificaram a formagdo de calos acima de
90% em todos os seus tratamentos. Segundo
ROUSTAN etal. (1992) e FICCADENTI etal. (1995),a
calogénese ocorreria juntamente com a formacdo de
gemas (Figura 1B). Possivelmente, o emprego de baixas
concentra¢des de BAP, neste trabalho, juntamente com
ABA, tenha determinado menor formacao de calos nos
explantes e organogenese direta de gemas e/ou
brotagdes e, posteriormente, planta (Figura 1C e D,
respectivamente).

Os resultados aqui obtidos confirmam e
evidenciam que as taxas regenerativas da cultivar
‘Gaucho’ sdo inferiores a de outros gendtipos mais
responsivos, como as cultivares do tipo cantalupensis,
com 70 a 80% de regeneragao (GUIS et al., 1997). Esses
dados corroboram a afirmagdo de FICCADENTI et al.
(1995) de que a resposta morfogenética em meldo é
significativamente afetada pelo genotipo.

CONCLUSOES

Para a indugdo mais eficiente de gemas e/ou
brotagdes em explantes cotiledonares de meldo, cultivar
‘Gatcho’, ¢ necessario utilizar-se de meios para a
germinagdo das sementes sem reguladores de
crescimento e meios de regeneracdo com as menores
concentragdes de 6-benzilaminopurina, bem como
cotilédones obtidos a partir de sementes germinadas
por 24 horas.
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