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Resumo

AMARAL, Marcelo Nogueira do; Regeneracéo in vitro de meldo (Cucumis melo L.)
cultivar Gaucho. 2013. 43f. Trabalho de conclusdo de curso. Curso de Ciéncias
Biologicas — Bacharelado. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O melao (Cucumis melo L.) € uma das espécies de maior importancia econémica
dentro da familia Cucurbitaceae, entretanto perdas comerciais ocorrem devido as
doencas e principalmente pela rapida deterioracdo do fruto. O uso de técnicas
moleculares possibilita a introducdo de caracteristicas agronémicas desejaveis,
porém a dificuldade na regeneracdo de plantas geneticamente modificadas € um
obstaculo para utilizacdo desta tecnologia. Para cultivar Gaucho, o uso de
cotilédones demonstrou um baixo indice de plantas que chegam ao seu
desenvolvimento adulto, tornando-se necessario a obtencdo de outros explantes e
outros métodos de regeneracdo, dentre eles o uso de nés cotiledonares e da
embriogénese somatica, respectivamente. Portanto este trabalho tem como objetivo
0 desenvolvimento de um protocolo eficiente de regeneragdo para meldo cv.
Gaucho. Para organogénese direta sementes foram germinadas em meio MS com
diferentes concentracbes de BAP e, apds sete dias, nOs cotiledonares foram
inoculados em meio MS contendo BAP e ABA. Apoés trinta dias, removeu-se a
brotacdo apical dos explantes e estes foram mantidos por mais 15 dias no mesmo
meio. Para inducdo de calos embriogénicos, apices radiculares, oriundos de
sementes germinadas por cinco dias em meio MS, foram cultivados em MS
adicionado de 2,4-D e BAP. Apds quatro semanas, os calos foram repicados para
meio MS livre de reguladores de crescimento 1para 0 desenvolvimento de embrides.
Para organogénese, a utilizacdo de 1,0mg. L™ de BAP na germinacéo e 0,5mg. L™
de BAP (T8) na regeneracdo e diferenciacdo de ndos cotiledonares foi
significativamente melhor quando comparado aos demais tratamentos (5,5
brotos/explante). Para embriogénese somatica, os tratamentos contendo 0,5mg.L™
de BAP e 0,5mg.L™ de 2,4-D (T7), e 0,5mg.L™* de BAP e 1,0mg.L™" de 2,4-D (T8)
apresentaram maior porcentagem de formacao de calos (100%), porém apdés duas e
guatro semanas em meio MS para desenvolvimento de embrides, nenhum dos calos
oriundos dos tratamentos testados foi capaz de originar embriées somaticos.

Palavras-chave: Apice radicular. Embriogénese somatica. NO cotiledonar.

Organogénese direta.



Abstract

AMARAL, Marcelo Nogueira do; Regeneracéo in vitro de meldo (Cucumis melo L.)
cultivar Gaucho. 2013. 43f. Trabalho de conclusdo de curso. Curso de Ciéncias
Biologicas — Bacharelado. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Melon (Cucumis melo L.) is one of the species of major economic importance within the
Curcubitaceae family, although commercial losses occur due to diseases and specially
to the rapid deterioration of their fruits. The use of molecular techniques allows the
introduction of desirable agronomic features, however the difficulties of genetically
modified plant regeneration are an obstacle for the use of this technology. To the
Gaucho cultivar, the use of cotyledons showed a low index of plants reaching their
adult development, becoming necessary to obtain other explants and regeneration
methods, such as cotyledonary nodes and somatic embryogenesis, respectively.
Therefore this work has the objective of developing an efficient regeneration protocol
for melon cultivar Gaucho. To direct organogenesis, seeds were germinated in MS
medium containing different concentrations of BAP and, after seven days,
cotyledonary nodes were inoculated in MS medium containing BAP and ABA. After
thirty days, the apical shoots were removed from the explants, which were
maintained for further 15 days in the same medium. To induction of embryogenic
callus, root tips, from seeds germinated for five days in MS medium, were cultivated
in MS added of 2,4-D and BAP. After four weeks, the callus were transferred to MS
medium free from growth regulators for embryos development. To organogenesis,
the uses of 1,0mg.L™ of BAP during germination and 0,5 mg.L™ of BAP (T8) in the
regeneration and differentiation of cotyledonary nodes was significantly better when
compared to the others treatments (5,5 shoots/explant). To somatic embryogenesis,
the treatments containing 0,5mg.L™ of BAP and 0,5mg.L" of 2,4-D (T7), and
0,5mg.L™ of BAP and 1,0mg.L™ of 2,4-D (T8) showed higher percentage of callus
formation (100%), although after two and four weeks in MS medium for embryos
development, none of the callus from the treatments tested were able to produce
somatic embryos.

Keywords: Root tips. Somatic embryogenesis. Cotyledonary node. Direct

organogenesis.
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1 Introducéo

O meléo (Cucumis melo L.) € uma planta anual, de habito herbaceo, de hastes
trepadoras com presenca de gavinhas e folhas pecioladas, grandes, pilosas e com 3
a 5 lobos. E razoavelmente rico em vitaminas, possui propriedades estimulantes,
diuréticas e laxativas (GAYET, 2003). E amplamente cultivado em regides tropicais e
representa uma das espécies de maior importancia econémica dentro da familia
Cucurbitaceae (SOUZA et al., 2006). No Brasil, a regido Nordeste € a maior produtora,
seguida pelo Rio Grande do Sul que apresenta uma producao de 14.586 toneladas e
2.392ha de éarea colhida, sendo o extremo sul responsavel por cerca de 85% da
producdo total do Estado (AGRIANUAL, 2008). Entretanto, perdas comerciais
ocorrem pela presenca de doencas na cultura (JARL; BOKELMANN; DE HAAS,
1995) e, principalmente, pela rapida deterioracdo do fruto devido a elevada
percentagem de agua, baixa acidez, estrutura celular com grandes vacuolos e
espacos intracelulares, e o0 acelerado metabolismo, caracteristico de frutos
climatéricos (PETERS et al., 1999).

A utilizacdo de técnicas de transformacao genética possibilita a introducdo
de caracteristicas agronémicas desejaveis, e ja foi utilizada para conferir resisténcia
a patdgenos (YOSHIOKA et al., 1993), a adversidades ambientais (BORDAS et al.,
1997) e aumento no periodo de viabilidade do fruto (AYUB et al., 1996; SILVA et al.,
2004). Entretanto, uma das dificuldades para utilizacdo de tais tecnologias é a falta
de um sistema eficiente de regeneracdo de plantas transformadas e a obtencéo de
um alto indice de plantas quiméricas (GRAY; MCCOLLEY; MICHAEL, 1993;
SIMANDJUNTAK; BARRETT; WROLSTAD, 1996).

Na producédo de plantas geneticamente transformadas, a disponibilidade de
um sistema de regeneracdo € tdo importante quanto um sistema eficiente de
transformacdo. O primeiro relato de transformacgéo eficiente de meldo foi feito por
Fang e Grumet (1990), e apods, mais de 40 protocolos de regeneragdo in vitro tém
sido descrito em uma variedade de cultivares de melédo, usando organogénese ou
embriogénese somatica (AKASAKA-KENNEDY; TOMITA; EZURA, 2004; EZURA et
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al., 2000; GUIS et al.,, 1997; GUIS et al., 2000; KINTZIOS et al., 2002; YALCIN-
MENDI et al., 2004). No entanto, ha varios relatos na literatura de que a taxa de
eficiéncia é baixa e a regeneracdo de meldo € extremamente dificil, e altamente
dependente do gendtipo (CHOVELON et al., 2011; GALPERIN et al., 2003; NUNEZ-
PALENIUS et al., 2008) e da origem do explante utilizado (GUIS et al., 2000). Além
disto, € bastante comum a observa¢do de que o processo de regeneracao pode ser
iniciado, porém as protuberancias falham em desenvolver brotos normais (STIPP et
al., 2001).

Hoje, as necessidades tanto ambientais como hormonais para a
regeneracao de meldo continuam sendo pouco conhecidas e o desenvolvimento de
procedimentos mais simples para a regeneracdo e transformacdo de diferentes
genatipos esta muito longe de ocorrer (CHOVELON et al., 2011).

Dentro do grupo saccharinus, que apresentam tamanho de frutos médios a
grande, com polpa esbranquicada ou amarelada e doce (KIRKBRIDE, 1993),
enquadra-se a cultivar Gaucho, que possui uma area de plantio bastante
representativa no sul do Pais, porém produz frutos altamente pereciveis, com uma
vida de prateleira de quatro a seis dias, dependendo das condi¢cdes de cultivo e do
ponto de colheita (PINHO et al., 2010).

Trabalhos utilizando cotilédones e folhas como explante, vém sendo
realizados para a obtencao de protocolos mais eficientes de regeneracgao in vitro da
cv. Gaucho visando a transformacao genética (NORA, 2000; PINHO et al., 2010).
Entretanto, para alguns genétipos a frequéncia de regeneracdo através de folhas e
cotilédones € baixa, e consequentemente é necessaria a descoberta de novos
explantes, sendo o n6 cotiledonar uma possivel alternativa (ZHANG; PENG; FEISHI,
2011), principalmente pela alta eficiéncia de regeneracao de plantas transformadas
geneticamente a partir de apices caulinares (DUTT et al., 2007).

Embora sistemas de regeneracdo via organogénese direta sejam
amplamente utilizados para meldo, alguns autores sugerem o uso da embriogénese
somatica como um método mais eficiente para algumas cultivares (RHIMI;
BOUSSAID, 2012). Para algumas espécies a micropropagacdo atraves de
embriogénese somatica permite a obtencdo de um alto numero de plantas elite ou
modificadas geneticamente (KILANKAJE; SHANMUGAM, 2011). Também se mostra
eficiente no processo de transformacdo genética, pois estda menos propenso a

plantas quiméricas, pelo fato de os transformantes serem, normalmente,
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regenerados a partir de uma Unica célula (AKASAKA-KENNEDY; TOMITA; EZURA,
2004).

Diversos fatores, como fonte do explante, composicdo do meio de cultura,
condicbes ambientais e genodtipo afetam significativamente a regeneracdo e
embriogénese somatica em C. melo (KINTZIOS; TARAVIRA, 1997; KISS-BABA et al.,
2010). Além disso, o estado fisiolégico e a idade do explante afetam diretamente
sua capacidade de regeneracdo, sendo explantes mais jovens e meristematicos
muito mais responsivos aos tratamentos do que explantes mais velhos e
diferenciados (BHOJWANI; RAZDAN, 1996).

1.1 Objetivos
O objetivo deste trabalho € buscar um protocolo eficiente de regeneragéo in

vitro para meldo cv. Gaucho.

1.1.1 Objetivos especificos

a) Obtencdo de um protocolo eficiente de regeneragcdo in vitro via
organogénese direta utilizando nés cotiledonares como fonte de explante;

b) Obtencdo de um protocolo eficiente de regeneracdo in vitro via
embriogénese somatica utilizando apices radiculares como explante;

c) Testar diferentes condi¢cdes de cultivos e diferentes explantes utilizados

por outros autores na inducédo de embrides somaticos para meléo.



2 Reviséo bibliografica
2.1 Organogénese

Organogénese € definido como o processo pelo qual, células e tecidos séo
forcados a sofrer alteracbes que levam ao surgimento de uma estrutura unipolar,
sendo normalmente um primordio caulinar ou radicular, cujo sistema vascular se
encontra ligado ao explante original (THORPE, 1994).

Esta forma de regeneracdo de plantas pode ocorrer através de duas vias: a
organogénese direta, que se refere ao surgimento de gemas diretamente do
explante, como bulbos, segmento de raizes e peciolos. E a organogénese indireta,
gue necessita da formacédo de um calo, uma massa totalmente indiferenciada, para
posterior formacgéo de gemas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A organogénese in vitro em tecidos vegetais ocorre em resposta a adicédo de
reguladores de crescimento ao meio de cultura, principalmente auxina e citocinina
(SKOOG; MILLER, 1957). Concentra¢cdes mais altas de auxina em relagdo a uma
concentracdo mais baixa de citocinina induzem a formacéo de raizes, enquanto que
concentracfes mais altas de citocinina e concentracfes baixas de auxina induzem a
formacéao de brotos. Por outro lado, concentracdes balanceadas de auxina/citocinina
induzem uma proliferagdo celular desorganizada e a formagdo de um calo
(YAMAGUCHI et al., 2003).

Em estudos sobre organogénese em meldo, métodos de regeneracao
através de cotilédones, hipocétilos e folhas foram obtidos (MORENO et al., 1985;
KATHAL; BAHTNAGAR; BHOJWANI, 1986; KATHAL; BAHTNAGAR; BHOJWANI,
1988), através do uso de auxinas (TABEI; KANNO; NISHIO, 1991), de citocinina
(CURUK et al., 2002) ou da combinagdo de ambos (ABRIE; SATADEN, 2001). Além
dos diferentes reguladores de crescimento, outros fatores como condi¢cdes de
cultivo, tipo de explantes e variacdo na resposta de diferentes genotipos, também
foram testados (MENDI et al., 2010)

As condi¢des de cultivo sdo cruciais para o sucesso da regeneracao. Niedz

et al. (1989) afim de verificarem os fatores que influenciavam a regeneragdo de
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brotos a partir de cotilédones de meldo testaram diferentes temperaturas e
intensidades luminosas. O uso de altas intensidades luminosas (60 e 3000pmol.m’
2.5 foram prejudiciais para regeneracdo em relacdo a intensidades medianas (5, 10
e 30umol.m?.s™), ja a auséncia de luz inibiu totalmente a formacao de brotos. O uso
de temperaturas mais altas (25 e 29°C) favoreceu a regeneragao.

Explantes com diferentes idades possuem diferentes concentracdes
endogenas de reguladores de crescimento, portanto sendo mais um fator crucial
para a formacéo de brotos (TABEI; KANNO; NISHIO, 1991). Kiss-baba et al. (2010)
demonstram que cotilédones com 4 dias tiveram melhores medias de regeneragéo
guando comparadas com 2, 8 ou 14 dias. Resultados semelhantes foram obtidos por
Niedz et al. (1989), onde cotilédones com 18 dias (27,8%) foram menos eficientes na
formacéo de brotos do que cotilédones com 4 (74,9%) e 7 dias (75,2%).

Para cv. Gaucho, trabalhos demonstram que cotilédones com 1 dia de
germinacao apresentam maior porcentagem de explantes regenerados (48,34%) do
gue explantes com 3, 5 e 7 dias em meio germinativo (NORA, 2000). Pinho et al,
(2010) relatam que houve interacdo entre os meios de germinacédo e os dias em que
as sementes permaneceram nesse meio, onde cotilédones com 1 dia responderam
melhor do que cotilédones com 2, 3 e 4 dias, e 0 uso de meio MS livre de
reguladores de crescimento foi superior ao meio germinativo com ANA (Acido
Naftalenoacético) e BAP (6-Benzilaminopurina).

Diferentes agentes de solidificagcdo também parecem ter influéncia sobre a
regeneracao em meldo. Ficcadenti e Rotino (1995) relatam que para cotilédones o
uso de agar foi superior ao uso de gelrite. JA4 para folhas, o uso de phytagel
apresentou resultados muito superiores quando comparados com o0 uso de agar, e
apesar da vitrificacdo, os brotos regenerados eram bem formados, facilmente
enraizados e transferidos com éxito para o solo (YADAV; SALEH; GRUMET, 1996).

A maior dificuldade para o estabelecimento de protocolos de cultura de
tecidos para meldo deve-se ao fato dessa espécie demonstrar ter uma regeneracao
altamente gendtipo-dependente (GUIS et al., 1998). Em um estudo para caracterizar
e classificar uma populacdo de C. melo, Molina e Nuez (1995) encontraram uma
grande heterogeneidade entre os 30 gendtipos testados para regeneracao de brotos
a partir de explantes foliares. Resultados semelhantes foram obtidos por Ficcadenti
e Rotino (1995) ao testarem 11 gendtipos diferentes, onde obtiveram medias

variando de 17,3 a 5,7 brotos por explante, e por Kiss-Baba et al. (2010) que ao
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comparar 9 genétipos, apenas 4 responderam ao tratamento com 1,0mg.L™" de BAP
e 5 ao tratamento com 0,5mg.L™" de BAP.

Para alguns gendtipos a frequéncia de regeneracao através de cotilédones é
baixa sendo necessaria a busca por novos explantes. Com base nisso Zhang, Peng
e Feishi (2011) obtiveram uma alta frequéncia de regeneracdo utilizando nés
cotiledonares (97,5%) cultivados em meio de regeneracdo contendo 1,5mg.L™" de
BAP e 0,1mg.L™ de AIA (Acido Indolilacético), surgindo assim um novo sistema de

regeneracao para ser utilizados em outros gendétipos.

2.2 Embriogénese somética

Embriogénese somatica é definida como um processo onde uma estrutura
bipolar, semelhante a um embrido zigdtico, surge a partir de uma célula ndo-zigotica
(ARNOLD et al., 2002).

Existem duas vias para inducdo de embrides somaticos: a embriogénese
somatica direta, onde ocorre a formacao diretamente do explante a partir de células
ja pré-determinadas para formacdo de embrides, e a embriogénese somética
indireta, que requer uma rediferenciacao de células ja diferenciadas para formacao
de um calo embriogénico (WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986). A capacidade de
formacdo de embribes € geneticamente determinada e demonstra ser genotipo-
dependente (LITZ; GRAY, 1995) e o uso de reguladores de crescimento, como
auxinas e citocininas, sao indispensaveis para inducdo e iniciacdo de calos
embriogénicos (KOMAMINE et al., 1992; CHEE; CANTLIFFE, 1988).

A regeneracdo de plantas através da embriogénese somatica requer cinco
etapas principais: a iniciacao da cultura embriogénica através do cultivo do explante
primario em meio suplementado com reguladores de crescimento; proliferacdo da
cultura embriogénica em meio semi-sélido ou liquido adicionado de reguladores de
crescimento; pré-maturacdo dos embrides somaticos em meio de cultura livre de
reguladores de crescimento, a fim de inibir a proliferacdo e estimular o
desenvolvimento inicial e formacdo dos embribes; maturacdo dos embribes
somaticos em meio suplementado com ABA (Acido abscisico) e /ou um redutor de
potencial osmotico; e desenvolvimento de plantas em meio sem reguladores de
crescimento (ARNOLD et al., 2002).

Em meldo, o primeiro estudo em embriogénese somatica surgiu em 1986

guando Oridate e Oosawa obtiveram embrides somaticos em meio liquido a partir de



17

calos oriundos de cotilédones. Desde entdo, intensificou-se a utilizacdo de
embriogénese somatica em meldo, surgindo trabalhos utlizando diferentes
explantes como folhas, entrends e apices caulinares, bem como diferentes cultivares
e diferentes reguladores de crescimento, demonstrando que as condicfes do meio
de cultura e gendtipo influenciam significativamente a obtencdo de embribes
somaticos e posterior regeneracdo de plantas (KAGEYAMA; YABE; MIYAJIMA,
1990).

O uso de reguladores de crescimento é um dos fatores cruciais para o
sucesso da obtencdo de embrides somaticos. Tabei, Kanno e Nishio (1991)
estudaram a influéncia da auxina na organogénese e embriogénese somatica em
meldo. Observaram que todos os explantes (cotilédones, hipocotilos, folhas e
peciolos) responderam de forma semelhante as diferentes concentracdes de 2,4-D
(2,4-diclorofenoxiacético), havendo formacéo de brotos em baixas concentragdes,
inducéo de calos sem nenhuma diferenciacdo em concentra¢des intermediarias e a
formacdo de embrides somaticos em altas concentracdes. Ao comparar trés
diferentes auxinas - 2,4-D; ANA; e AIA, - concluiram que houve maior eficiéncia
tanto na organogénese quanto na embriogénese somatica ao utilizar AIA. Porém,
Comlekcioglu et al. (2009) ao verificarem a acdo sinérgica entre auxinas e
citocininas em C. melo var. flexuosus, em cotilédones e hipocétilos em meio MS
suplementado com diferentes concentracdes de 2,4-D ou ANA, e citocininas BAP e
2iP (2-lIsopentenil), de forma isolada ou em combinacdo um com o outro, e
obtiveram melhores resultados utilizando cotilédones cultivados em meio com 4,0
mg.L™" de 2,4-D e 0,5 mg.L™ de BAP. J& o uso isolado de citocininas ndo induziu a
formacdo de embrides somaticos, demonstrando o papel crucial das auxinas nesse
processo.

Além disso, Gray, McColley e Michael (1993) estudaram a interacdo entre
diferentes citocininas, como BAP, CIN (Cinetina), TDZ (Thidiazuron) e 2iP
combinados com a auxina 2,4-D. Dentre as citocininas testadas, TDZ foi a que
apresentou melhor resultado.

Uma das dificuldades do uso da embriogénese somatica € a
heterogeneidade no nivel de ploidia celular das plantas regeneradas. Ezura e
Oosawa (1994) ao analisarem o numero de cromossomos de células de calos,
embrides somaticos e plantas regeneradas a partir de embriogénese somética de

duas cultivares de meldo, observaram que, para ambas, a maioria dos explantes
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eram diploides e tetrapléides e uma pequena propor¢do de octaploides. Porém
apenas embrides sométicos diploides e tetrapléides foram capazes de germinar e
originar plantas. Entretanto, em 1997, Guis et al. desenvolveram um método
eficiente de obtencdo de altas frequéncias de embrides somaticos e plantas
dipléides a partir de cotilédones maduros de Meldo variedade cantalupensis (cv.
Vedrantais). Utilizaram um periodo de duas semanas de inducdo de embriogénese
no escuro em meio MS suplementado com 30g.L™ de sacarose, 10uM de 2,4-D e
0,5uM de BAP para inducdo de embribes, seguido de um periodo de
desenvolvimento do embrido em mesmo meio sem adicdo de hormonios e um
fotoperiodo de 16h luz/8h escuro. Apos 4 semanas de cultivo, embrides somaticos
foram convertidos em plantas. Através desse protocolo, 42% dos explantes foram
capazes de gerar embrides com uma meédia de 7,8 embrifes por explante e 60% das
plantas geradas foram dipléides, apresentaram o fenoétipo esperado e frutos bem
desenvolvidos.

Assim como na organogénese, a formacdo de embrides soméaticos em
meldo € gendtipo-dependente. Oridate et al. (1992) encontraram diferencas
significativas na embriogénese somatica dentro das 18 cultivares testadas, onde
apenas duas apresentaram alta frequéncia de embrides. Em trabalho semelhante,
Kintzios e Taravira (1997) testaram a eficiéncia de diversas cultivares de melao para
inducao de calos e embriogénese somatica sob diferentes intensidades de luz (50 ou
250umol.m™.s™) obtendo variacéo nas respostas dentro das 14 cultivares. Relataram
também que o crescimento de calos e embriogénese somatica foram favorecidos por
altas intensidades de luz, enquanto que a mesma condicdo prejudicou a
regeneracdo de plantas. Porém, apenas trés cultivares responderam de forma
positiva a formacdo de embriées somaticos.

Ja Nakagawa et al. (2001) em estudos sobre a fonte de carbono e regulacéo
osmatica, demonstraram que a concentracdo 6tima de sacarose para embriogénese
somatica em C. melo € de 200mM, e que a utilizacdo apenas de manitol ndo induziu a
formacdo de embribes. Porém, a utilizagdo de 50uM de manitol combinado com
sacarose, e a adicdo de ABA favoreceram a embriogénese. No tratamento com
apenas 200mM de sacarose, apoOs duas semanas, 0s niveis enddégenos de ABA
eram muito superiores em calos embriogénicos quando comparados a calos néo-

embriogénicos. Estes resultados indicam que a sintese de ABA controlada por
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condicbes osmoticas induzidas pelo aclcar, estdo intimamente ligadas a
embriogénese somatica.

Rhimi, Ben Fadhel e Boussaid (2006) ao utilizarem duas cultivares de Melao
Tunisiano, demonstraram diferencas significativas entre as respostas dos explantes
de acordo com o meio e explante utilizado. Altos indices de embrides somaticos
foram obtidos quando utilizados cotilédones e embrides zigéticos em comparacdo
com hipocaétilos apds trés semanas em meio contendo baixas concentracfes de
auxina e citocinina. Enquanto Naderi et al. (2011) demonstram que em uma cv. de
Meldo Iraniano, peciolos cotiledonares responderam de forma mais eficiente e
rapida ao tratamento com auxina e citocinina na formagéo de embrides somaticos do
gue cotilédones e hipocétilos, surgindo entdo um promissor explante para utilizacéo

em outros genotipos.



3 Material e Métodos
3.1 Regeneracao de plantas a partir de nds cotiledonares
3.1.1 Material Vegetal

Sementes comerciais de Cucumis melo L. cv. Gaucho foram descascadas
manualmente e desinfestadas por 20min em hipoclorito de céalcio 1% e 0,01% de
Tween-20. ApOGs enxague triplo em agua destilada estéril as sementes foram
colocadas para germinar em Placas de Petri sobre meio MS (Murashige; Skoog,
1962) semi-sélido e adicionado de 30,0g.L™ sacarose, 7,0g.L™ de &gar e de BAP,
em diferentes concentracdes (tab. 1). Apos sete dias em meio de germinacgédo, foram
removidos 0s epicotilos e hipocétilos para a obtencdo dos nos cotiledonares que

foram utilizados como explante.

Tabela 1 - Tratamentos realizados no processo de multiplicacdo de tecidos para a
producdo de multiplos brotos a partir de nés cotiledonares de meléo cv.
Gaucho

Tratamento Meio de germinacéao Meio de regeneracao*
T1 MS + 0,0mg.L™" BAP MS + 0,25mg.L™" BAP
T2 MS + 0,0mg.L™" BAP MS + 0,5mg.L™" BAP
T3 MS + 0,0mg.L™* BAP MS + 0,9mg.L™* BAP
T4 MS + 0,5mg.L™* BAP MS + 0,25mg.L™* BAP
T5 MS + 0,5mg.L™" BAP MS + 0,5mg.L™" BAP
T6 MS + 0,5mg.L™" BAP MS + 0,9mg.L™" BAP
T7 MS + 1,0mg.L™* BAP MS + 0,25mg.L™* BAP
T8 MS + 1,0mg.L™* BAP MS + 0,5mg.L™* BAP
T9 MS + 1,0mg.L™" BAP MS + 0,9mg.L™" BAP
T10 MS + 1,5mg.L™" BAP MS + 0,25mg.L™ BAP
T11 MS + 1,5mg.L™* BAP MS + 0,5mg.L™* BAP
T12 MS + 1,5mg.L™* BAP MS + 0,9mg.L™* BAP

* Todos os meios de regeneracédo foram acrescidos de 0,3mg.L™" ABA.
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3.1.2 Inducgéo de brotos

Os nos cotiledonares foram transferidos para vidros contendo meio de
cultivo para multiplicacdo de brotos, com diferentes concentracdes de regulador de
crescimento BAP, e uma concentracdo fixa de ABA (tab. 1). Os nés cotiledonares
foram mantidos nos meios por um periodo de 30 dias, quando se realizou a primeira
avaliagcdo. ApOs esse periodo, a brotagdo apical desenvolvida foi removida dos
explantes e estes foram mantidos por mais 15 dias em mesmo meio de regeneracao

e multiplicacdo de brotos, e posterior avaliacao.

3.1.3 Enraizamento, alongamento e climatizagcao

Depois de 45 dias em meio de regeneracgao, os brotos do melhor tratamento
foram individualizados e repicados para meio MS livre de reguladores de
crescimento para induzir o enraizamento e alongamento. Apds o enraizamento, para
a aclimatizacdo, os brotos foram retirados da condi¢do in vitro, lavados em agua
corrente para remocao do excesso de meio de cultura e transferidos para recipientes

contendo terra e vermiculita.

3.1.4 Andlise histoldgica

Para o acompanhamento da formacdo de estruturas organogénicas,
explantes com 5 dias ap0s a remocéo da brotacdo apical foram selecionados. As
amostras foram fixadas em FAA (formalina-acético-alcool) e mantidas a 4°C. Foram
realizadas duas lavagens, de lhora cada, em tampdo contendo Fosfato de Sddio
Monobasico e Fosfato de Sédio Bibasico, seguido de desidratacdo em série etilica
(30% - 95%) e infiltradas em resina hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin). As
amostras foram seccionadas em micr6tomo rotatério de avanco automatico
(ANCAP®), a 5um de espessura. As seccdes foram montadas em laminas de vidro
e, posteriormente, coradas com azul de toluidina (SAKAI, 1973) e analisadas em

microscopio optico.

3.1.5 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) e as
medias comparadas pelo Teste de Duncan ao nivel de 1% de significancia utilizando

0 software Sanest.
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3.2 Embriogénese somética a partir de 4pices radiculares
3.2.1 Material Vegetal

Sementes comerciais de C. melo L. cv. Gaucho, descascadas manualmente,
foram desinfestadas superficialmente por imersdo durante 20min em hipoclorito de
calcio 1% adicionado de 0,01% de Tween-20, seguido de trés lavagens com agua
estéril e germinadas em placas de Petri em meio MS semi-sélido adicionado de
30g.L™" de sacarose, 7g.L™ de 4gar e mantidas em sala de crescimento, no escuro a
23°C, durante 5 dias. Apés a emissdo das radiculas, estas tiveram seus apices
excisados em torno de cinco milimetros, os quais foram utilizados como explantes.
Adicionalmente, os seguintes protocolos foram testados: Oridate e Oasawa, 1986;
Tabei, Kanno, Nishio, 1991; Gray, McColley, Compton, 1993; Kathal, Bhatnagar,
Bhojwani, 1994 e Guis et al.,1997, conforme a tab. 2.

Tabela 2 - Protocolos testados na obtencdo de embries somaticos em Cucumis melo

cv. Gaucho
Idade do ) _ . Meio de
Autor Explante Meio de indugéo _
explante desenvolvimento
ORIDATE;OASAWA, » _ MS + 1,0mg.L™ 2,4-D o
Cotilédone 0 dias 1 MS liquido
1986 + 0,1mg.L™ BAP
TABEI;KANNO;NISHIO, 5 _ . MS/2 + 0,2mg.L™*
Cotilédone 0 dias MS + 25mg.L™ AIA
1991 GA
GRAY;MCCOLLEY;CO _ _ MS + 5mg.L™" 2,4-D +
Cotilédone 0 dias L MS
MPTON, 1993 0,1mg.L™ TDZ
KATHAL;BHATNAGAR,; ] _ MS+ 3x10° BAP + 6
Raiz 5 dias 6 MS+ 1x10™ BAP
BHOJWANI, 1994 3x10™ 2iP
_ _ MS + 2,2mg.L™ 2,4-D
GUIS et al., 1997 Cotilédone 0 dias MS

+0,1mg.L™" BAP

3.2.2 Inducgéo de calos e embrides somaticos

Para inducédo de calos, apices radiculares foram cultivados em meio MS

semi-sélido adicionado de 30g.L™ de sacarose, 7g.L™" de &gar, contendo auxina

(2,4D) e citocinina (BAP) em diferentes concentracoes e combinagdes: 0; 0,5; 1,0;
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1,5 e 2,0mg.L™, conforme a tab. 3. A inducéio dos calos foi realizada no escuro a
temperatura de 23° C.

Apoés quatro semanas em cultura, os explantes foram avaliados quanto ao
namero de calos por tratamento, porcentagem de calos formados e caracteristicas

do calo.

Tabela 3 - Tratamentos utilizados na inducdo de calos e embrides somaticos em
meldo cv. Galucho

Tratamento  Concentracdo de BAP (mg.L})*  Concentracédo de 2,4-D (mg.L™})*

T1 0,0 0,0
T2 0,0 0,5
T3 0,0 1,0
T4 0,0 1,5
T5 0,0 2,0
T6 0,5 0,0
T7 0,5 0,5
T8 0,5 1,0
T9 0,5 1,5
T10 0,5 2,0
T11 1,0 0,0
T12 1,0 0,5
T13 1,0 1,0
T14 1,0 15
T15 1,0 2,0
T16 15 0,0
T17 15 0,5
T18 15 1,0
T19 15 15
T20 1,5 2,0
T21 2,0 0,0
T22 2,0 0,5
T23 2,0 1,0
T24 2,0 1,5

T25 2,0 2,0
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3.2.3 Desenvolvimento de embrides sométicos

Para desenvolvimento de embribes, calos cultivados durante quatro
semanas em meio MS com diferentes concentracdes de auxina e citocinina, foram
transferidos para meio MS semi-sélido, sem regulador de crescimento adicionado de
30g.L™" de sacarose, 7g.L™" de agar e mantidos em sala de crescimento a 23°C,
40pmol.m™?.s™ e fotoperiodo de 16h (lampadas brancas fluorescentes). Apés duas e
qguatro semanas, 0s explantes foram avaliados quanto a formacdo de embrides

somaticos.

3.2.4 Analise estatistica

O experimento foi constituido de dois blocos com 10 explantes (5 explantes
por placa de Petri), totalizando 20 explantes por tratamento. Os tratamentos foram
constituidos de cinco concentracdes de auxina em combinacdo com cinco
concentracbes de citocinina em um esquema fatorial simples, totalizando 25
tratamentos. As porcentagens de formacdo de calos foram submetidas a uma

regressao polinomial utilizando o software Sanest.



4 Resultados e discusséao
4.1 Organogénese direta a partir de nos cotiledonares

Sementes germinadas em meio de cultivo adicionado de citocinina (BAP)
originaram plantulas com primordios foliares mais evidentes, epicotilos e hipocaotilos
espessos, raizes engrossadas, curtas e sem raizes secundarias. A analise
estatistica demonstrou interacdo entre os meios de germinacdo e 0s meios de
regeneracao, ao contrario de resultados encontrados por Pinho et al. (2010) onde
apesar dos meios de germinacgao influenciarem as porcentagens de regeneracao,
nao houve interacdo entre os dois fatores (tab. 4).

Na Fig. 1 sdo apresentados os resultados da primeira avaliacdo, apés 30
dias de cultivo dos explantes em meios de regeneracdo e multiplicacdo de brotos. A
concentracdo mais baixa da citocinina BAP (0,5mg.L™") durante a germinacéo,
combinada com a utilizagcdo da concentragdo mais alta deste regulador de
crescimento na multiplicacdo de brotos (0,9mg.L™), resultaram em moderada
inducdo de gemas e brotacdes iniciais nas laterais do broto principal (Fig. 1C). Neste
tratamento apesar do broto principal ter se desenvolvido, apresentando dominancia
apical, produziu um broto de tamanho pequeno. A mesma concentracdo de BAP
(0,5mg.LY) na germinacdo e na multiplicacdo de brotos resultou em maior
dominancia apical e um broto principal de maior tamanho (Fig. 1B). A combinacao
das duas concentracdes mais baixas de BAP (0,5mg.L™ na germinacdo da semente
e 0,25mg.L" na multiplicacdo) resultou em explantes com brotacdo apical
considerada normal, sem nenhuma evidéncia de multiplicagéo lateral (Fig. 1A). A
utilizacdo da concentracdo mais alta de citocinina BAP (1,5mg.L™?) na germinacéo,
combinada com a concentracdo mais baixa deste regulador de crescimento
(0,25mg.L™) na multiplicacéo de brotos, resultou em explante com brotac&o principal
semelhante a brotagdo desenvolvida diretamente da semente (Fig. 1E). O mesmo
ocorreu quando se empregou concentracdo de 1,0mg.L™" de BAP na germinacéo da
semente e 0,25mg.L™ de BAP na multiplicacéo de brotos (Fig. 1D). A concentragéo

mais alta de BAP (1,5mg.L™") na germinacdo da semente, combinada com a
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concentracdo intermediaria (0,5mg.L™) na multiplicacéo, reduziu a dominancia apical
do broto principal e induziu a formacéo de gemas laterais (Fig. 1F). Finalmente, a
concentracdo mais alta de BAP (1,5mg.L™) na germinacdo da semente, combinada
com a concentracdo mais alta deste hormonio (0,9mg.L™) na multiplicagéo de brotos,
resultou em menor dominancia apical (Fig. 1G), e alguns explantes vitrificados, o
gue pode estar relacionado a altas concentragdes de citocinina (LESHEM; SHALEY;
IZHAR, 1988).

Figura 1 - Multiplicacé@o de tecidos para a producao de multiplos brotos utilizando-se
nos cotiledonares de meldo cv Gaucho. A-G= explantes com 30 dias,
primeira avaliagdo. A: T4; B: T5; C: T6; D: T10; E: T7; F: T11; G: T12. T=
Tratamentos. A a G (Barra 1cm).

Nenhum dos tratamentos testados resultou em plena quebra de dominancia
apical. A biossintese e acao do hormonio AlA, auxina mais abundante e de maior
relevancia fisiolégica, provavelmente foi determinante na manutencdo da referida
dominancia apical. A producdo de AIA esta associada aos tecidos com rapida
divisdo celular e crescimento, especialmente nas partes aéreas. Embora quase
todos os tecidos vegetais sejam capazes de produzir AlA, ainda que em baixas

concentracdes, 0s meristemas apicais de caules e as folhas jovens sé&o os principais
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locais de sintese desse horménio (LJUNG; BHALERAO; SANDBERG, 2001). O
apice caulinar responde pela quase totalidade da auxina produzida na planta. O
transporte da auxina (transporte polar) do apice do caule até o apice da raiz resulta
em um gradiente de auxina entre estes 6rgaos. Este gradiente longitudinal de auxina
da parte aérea até a raiz afeta varios processos de desenvolvimento, dentre eles a
dominancia apical, caracterizada pelo crescimento dominante do eixo central da
planta sobre os eixos que dele emergem (ramos laterais). A dominancia apical
ocorre pela inibicdo da formacéo de outros ramos na proximidade do ramo central
pela acdo da auxina produzida no apice do mesmo.

Acredita-se que as concentracdes de citocinina exégena (BAP) empregada
nos tratamentos nao foram suficientemente elevadas para inibir a dominancia apical
mantida pela acdo das auxinas endogenas. Por lado, concentracdes excessivas de
citocinina exdgena sao deletérias na regeneracdo (ALONI, 1993).

O maior desafio na utlizagdo de nds cotiledonares como explante na
regeneracdo de meldo Gaucho tem a sido a persistente dominancia apical desta
espécie. A identificacdo do adequado regime de reguladores de crescimento
exdgenos para regeneracdo de meldo Gaucho deve assegurar a quebra de
dominéncia apical, a indugdo de novos meristemas e multiplos brotos laterais. A
remocao da brotacdo principal aos 30 dias e o cultivo destes explantes por mais 15
dias em meio de multiplicacdo pareceu ser essencial e suficiente para controlar a
dominancia apical e melhorar significativamente a indu¢do de gemas e brotacfes

laterais (Fig. 2).
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Figura 2 - Multiplicacdo de tecidos para a producao de mdultiplos brotos a partir de
nos cotiledonares de meldo cv. Gaucho. A-D= explantes com 45 dias,
segunda avaliacdo. A: T7; B: T8; C: T9; D: T11. T= Tratamentos. A a D
(Barra 1cm).

A utilizacdo de 1,0mg.L™ de BAP na germinacdo e 0,5mg.L de BAP no
meio de regeneracgdo foi significativamente melhor quando comparado com o0s
demais tratamentos, obtendo-se uma média de 5,5 brotos por explante (tab. 4). A
falta de regulador de crescimento ou a concentracdo de 0,5mg.L™* durante a
germinacao mostrou um numero menor de brotacdes, 0,5 e 0,8 brotos por explante,
respectivamente, quando utilizado 0,5mg.L* de BAP no meio de regeneracéo.
Entretanto, na medida em que se aumentou a concentracdo de BAP na germinacgao
para 1,0mg.L* e 1,5mg.L™, a concentracdo de 0,5mg.L™ na regeneracdo se mostrou
a mais adequada para a producdo de novos brotos (5,5 e 3,4 brotos por explante,
respectivamente). Estes resultados concordam com trabalhos de Ficcadenti e Rotino
(1995) e Niedz et al. (1989) que obtiveram uma alta frequéncia de regeneracédo de
brotos utilizando meios contendo BAP e ABA.

Trabalhos utilizando cotilédones de meldao Gaucho como explante obtiveram
uma media de aproximadamente 1,9 brotos por explante, sendo um indice baixo
quando comparados com outras cultivares (NORA, 2000). Ao utilizar 1,0mg.L™ de

BAP na germinacéo, e 0,5mg.L™" de BAP e 0,3mg.L™ de ABA na regeneracéo, nés
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cotiledonares apresentaram uma meédia de 5,5 brotos por explante, demonstrando
ser um explante promissor para trabalhos visando a transformacgdo genética da cv.

Gaucho.

Tabela 4 - NUumero médio de brotos por explantes de acordo com as diferentes
concentracbes de hormbnio BAP nos meios de germinagdo e
regeneracdo. Utilizou-se Teste de Duncan ao nivel de 1% de

significancia
Germinacéo (mg.L™" BAP)
Regeneracao
4 0,0 0,5 1,0 15

(mg.L” BAP)

0,25 C21la D13b Adlc B29b

0,50 CO05b Cco0,8c A55a B34a

0,90 B22a B21la A46b B24c

As letras minUsculas a direita das medias € comparativo na coluna e letras mailsculas a esquerda
das medias é comparativo na linha.

A formacdo somente de primérdios foliares e protuberancias ao invés de
brotacbes € um fenbmeno constante em protocolos de regeneracdo em meldo
(LESHEM, 1989). Gaba et al. (1999) relatam a formacdo de protuberéancias
meristematicas que nao originaram gemas, formando apenas primérdios foliares que
cobrem toda extremidade do explante oriundo de cotilédones. No entanto, o
presente trabalho demonstrou a formacdo de gemas a partir de nds cotiledonares
apos 5 dias do corte da dominancia apical, sem fase de calo, caracterizando

organogénese direta (Fig. 3).
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Figura 3 - Gema (seta) formada diretamente no explante (Ex) oriundo do tratamento
T8 (1,0mg.L™ BAP na germinacéo e, 0,5mg.L™ BAP e 0,3mg.L™* ABA no
meio de regeneracdo) apos 5 dias do corte da dominancia apical . Barra =
200um.

Apéds 45 dias em meio de regeneracdo e multiplicacdo, 100% dos brotos do
melhor tratamento (T8) foram enraizados e alongados em meio MS livre de
reguladores de crescimento. Depois de 20 dias em meio de enraizamento e
alongamento, os brotos foram aclimatizados em sala de crescimento a 23°C e

60umol.m™?.s™ em vasos contendo terra e vermiculita (Fig. 4).

Figura 4 - A — Explante apés 20 dias em meio de alongamento e enraizamento; B —
Explante apés 13 dias em meio de alongamento e enraizamento; C —
Plantas aclimatadas em recipientes contendo terra e vermiculita. Barra = 1
cm.
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4.1 Embriogénese somética a partir de apices radiculares

A formacdo de calos iniciou aproximadamente duas semanas apds a
inoculacdo dos explantes nos meios de cultura e, em geral, os calos apresentaram
uma coloracdo amarelada.

De acordo com a tab. 5, tratamentos com concentracdes intermediarias de
2,4-D (0,5; 1,0 e 1,5mg.L™) combinados com BAP demonstraram porcentagens de
formacdo de calos superiores aos tratamentos sem BAP, ou com a maior
concentracgéo de 2,4-D (2,0mg.L™).

Observou-se a formacéo de calos em todos os tratamentos, exceto os que
nao continham 2,4-D, colaborando com trabalho de Tabei, Kanno e Nishio (1991)
gue demonstraram o papel fundamental da auxina na indugcédo de calos e embribes
somaticos. Explantes cultivados sem a presenca de nenhum regulador de
crescimento apresentaram crescimento longitudinal, com formacdo de raizes
secundarias e pelos absorventes em alguns explantes (Fig. 5A). Com a adicao de
citocinina, houve uma diminuicdo do crescimento longitudinal e um aumento em
espessura, com surgimento de pequena massa celular na regido do corte (Fig. 5B-
E).

Tabela 5 — Porcentagem de formacdo de calos de acordo com as diferentes
concentragcbes de BAP e 2,4-D no meio de indugdo de calos
embriogénicos

Tratamento Concentragao Concentragéo de Porcentagem de
de BAP (mg.L™) 2,4-D (mg.L™Y) formacao de calos (%)

T1 0,0 0.0 0

T2 0,0 0.5 35
T3 0,0 1.0 40
T4 0,0 15 55
T5 0,0 2.0 20
T6 0,5 0.0 0

T 0.5 0,5 100
T 0.5 1,0 100
T9 0,5 15 g5
T10 0,5 2.0 80

T11 1,0 0,0 0
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Tabela 5 - Porcentagem de formacdo de calos de acordo com as diferentes
concentragcbes de BAP e 2,4-D no meio de indugdo de calos

embriogénicos

T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24
T25

1,0
1,0
1,0
1,0
1,5
15
15
1,5
1,5
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0

0,5
1,0
15
2,0
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0

95
95
75
80
0
95
95
85
80
0
85
90
90
80
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Figura 5 - Apices radiculares cultivados em meio MS suplementado com diferentes
concentracbes de auxina e citocinina. A-E: Sem adi¢do de auxina e 0,0;
0,5: 1,0; 1,5 e 2,0mg.L™* de BAP, respectivamente. F-I: Concentracao fixa
de 0,5mg.L™ de BAP adicionado de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0mg.L™* de 2,4-D,
respectivamente.

A utilizagdo de BAP em conjunto com 2,4-D induziu um aumento no
percentual de formacdo de calos, indicando um sinergismo entre esses dois
reguladores de crescimento. Porém, todos os tratamentos mantiveram um padrédo de
comportamento, independente da concentracdo de BAP (Fig. 6), onde
concentraces de 0,5mg.L™ (Fig. 5F), 1,0mg.L™ (Fig. 5G) e 1,5mg.L™ (Fig. 5H) de
auxina apresentaram uma porcentagem de calos superiores em relagcdo ao
tratamentos com e 2,0mg.L? (Fig. 51), o que demonstra um efeito inibitério
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provocado por concentragdes mais altas desse regulador de crescimento. Esse fato

pode estar associado a um efeito inibitorio
elevadas de auxina (TORRES; CALDAS, 1990).

causado por concentragdes mais

120 120 5
100 R2= 0 8955 100 < P
80 it 80 + N
60 60
10 — ¢ w . / R2=08193
20 / \\¢ 20 /
0 . T . . 0 . . . .
05 1 15 2 25 0 05 1 15 2 25
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Figura 6 - Porcentagens de formacao de calos por tratamento utilizado. No eixo Y a
porcentagem de calos formados e no eixo X as concentracfes de 2,4-D
(0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0mg.L™"), e uma concentracdo fixa de BAP: A —
0,0mg.L:; B-0,5mg.L* C-1,0mg.L* D-1,5mg.L" E-20mg.L™

ApOs duas e quatro semanas em meio MS para desenvolvimento de

embrides, nenhum dos calos oriundos dos tratamentos testados originou embrides

somaticos, apresentando apenas um aumento de tamanho, e adquiriram um aspecto

mais translicido e com algumas regifes esverdeadas. Tanto as condi¢cdes de

cultivo, quanto as concentragbes de reguladores de crescimento podem ser as

explicagbes para a falta de calos embriogénicos nos tratamentos testados nesse
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estudo. Debeaujon e Branchard (1993), e Nunez-Palenius et al. (2008) sugerem que
a resposta in vitro em meldo esta sob controle genético, no entanto fatores
ambientais e reguladores de crescimento possuem importancia primordial no
processo.

Além disso, protocolos utilizados com sucesso por outros autores
(ORIDATE; OASAWA, 1986; TABBEI; KANNO; NISHIO, 1991; GRAY; MCCOLLEY;
COMPTON, 1993; KATHAL; BHATNAGAR; BHOJWANI, 1994; GUIS et al., 1997) ao
serem testados para a cv. Gaucho ndo foram capazes de induzir a formacao de
calos embriogénicos, demonstrando que a regeneracdo in vitro em meldao é
genotipo-dependente. Em seus estudos, Molina e Nunez (1995) sugerem que a
variabilidade genotipica ao invés de diferencas fisiologicas influencia mais a
capacidade regenerativa em uma populacdo de sementes de meldo. Oridate et al.
(1992) observou um efeito significativo do gendtipo sobre a capacidade de formacgéo
de embrides somaticos em 18 cultivares de meldo, e conclui que as diferencas
existem entre as cultivares e ndo somente entre variedades. Kintzios e Taravira
(1997) também relatam a condicdo de genoétipo-dependente do meldo quando
apenas 3 das 14 cultivares responderam aos tratamentos de inducado de embrides

somaticos.



5. Conclusbes
5.1 Organogénese direta a partir de nos cotiledonares

a) Houve interacdo entre os meios de germinacdo e 0s meios de
regeneracao;

b) A utilizacdo de 1,0mg.L™ de BAP na germinacdo e, 0,5 mg.L™* de BAP e
0,3mg.L™ de ABA na regeneracdo apresentou médias superiores (5,5 brotos por
explante) quando comparados com outros tratamentos;

c) O uso de nos cotiledonares produziu multiplas brotacdes em meldo cv.
Gaucho, podendo ser utilizado como um novo explante para a transformacédo

genética dessa cultivar.

5.2 Embriogénese somética a partir de apices radiculares

a) Houve formacdo de calos somente nos tratamentos que continham a
auxina 2,4-D, mostrando o papel fundamental desse regulador de crescimento para
a diviséo celular de C. melo;

b) Observou-se um decréscimo na percentagem de calos nos tratamentos
com a concentracdo mais alta de 2,4-D, indicando um efeito inibitério;

c) Os tratamentos T7 (0,5mg.L” de BAP + 0,5mg.L* de 2,4-D) e T8
(0,5mg.L™" de BAP + 1,0mg.L™ de 2,4-D) apresentaram as porcentagens mais altas
de formacéo de calos (100%).

d) Nenhum dos tratamentos foi capaz de induzir a formagdo de calos

embriogénicos.
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