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1. Introducéao

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma planta anual, herbacea, da familia
Cucurbitaceae. Produz frutos classificados como climatérios, muito pereciveis devido
a elevada percentagem de agua e producao de etileno (conhecido como o horménio
do amadurecimento), com baixa acidez, e estrutura celular caracterizada pela
presenca de grandes vacuolos (PECH; RAYNAL; LATCHE, 1994). A associacdo de
técnicas bioquimicas, moleculares e de cultivo in vitro de tecidos vegetais permite a
manipulacdo genética de plantas visando o controle da expressdo de genes
envolvidos na biossintese do etileno para induzir maior potencial de conservacao
pos-colheita (CARA; GIOVANNONI, 2008). Neste contexto, métodos eficientes de
transformacao e regeneragcdo de plantas sdo indispensaveis na implementacao das
referidas técnicas. Na regeneracédo, o comportamento distinto de explantes na etapa
de multiplicagdo de brotos in vitro, fundamentalmente em funcdo de variagbes
genotipicas, constitui o principal obstaculo na identificacdo das condi¢cdes de cultivo
mais adequadas. No presente estudo buscou-se desenvolver um método para
obtencdo de explantes de meldo Gaucho com elevado numero de brotacdes,
portanto com maior potencial de regeneragao.

2. Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular Vegetal, do Centro de Desenvolvimento Tecnologico - Nucleo de
Biotecnologia, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), em colaboracdo com o
Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do Instituto de Biologia da UFPel.
Sementes comerciais de Cucumis melo L. da cultivar Galucho foram utilizadas. As
sementes foram descascadas manualmente e desinfectadas por 20 min em
hipoclorito de sédio 1% e 0,01% de Tween-20. Apds enxague triplo em &agua
destilada estéril as sementes colocadas para germinar em Placas de Petri sobre
meio solido de Murashige e Skoog (1962), adicionado de 30,0 g-L™* sacarose, 7,0
g-L™! de Agar e de hormdnio BAP, em diferentes concentracdes (Tabela 1). Apés
sete dias em meio de germinagéo, foram removidos os epicotilos e hipocétilos para a
obtencéo dos nos cotiledonares (explantes). Os nés cotiledonares preparados foram
transferidos para vidros sobre meio de cultivo para multiplicacdo de brotos, com
diferentes concentracdes de horménio BAP (Tabela 1). Os nés cotiledonares foram
mantidos nos meios 5, 6 e 7 por um periodo de 30 dias, quando procedeu-se a
primeira avaliacdo. Logo apoOs este periodo foi removida a brotacdo apical
desenvolvida em cada explante. Decorridos 15 dias os explantes foram novamente
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avaliados. Todos os cultivos foram mantidos em sala de crescimento a 23 °C, 40
umol m? s™ e fotoperiodo de 16 h (lampadas brancas fluorescentes).

Tabela 1. Tratamentos realizados no processo de multiplicacdo de brotos de
meloeiro (Cucumis melo cv. Gaucho)

Tratamentos Meios de germinacéo Meios de multiplicagédo de brotos
| Meio 1 (MS) |
T1 Meio 2 (MS 0,5 mg-L"'BAP) Meio 5 (MS 0,25 mg-L™" BAP 0,3 mg-L™" ABA)
T2 Meio 2 (MS 0,5 mg-L™" BAP) Meio 6 (MS 0,50 mg-L™* BAP 0,3 mg-L"" ABA)
T3 Meio 2 (MS 0,5 mg-L™" BAP) Meio 7 (MS 0,90 mg-L"* BAP 0,3 mg-L™" ABA)
T4 Meio 3 (MS 1,0 mg-L"'BAP) Meio 5 (MS 0,25 mg-L"" BAP 0,3 mg-L™' ABA)
T5 Meio 3 (MS 1,0 mg-L™ BAP) Meio 6 (MS 0,50 mg-L"" BAP 0,3 mg-L™' ABA)
T6 Meio 3 (MS 1,0 mg-L™" BAP) Meio 7 (MS 0,90 mg-L" BAP 0,3 mg-L™" ABA)
T7 Meio 4 (MS 1,5 mg-L™" BAP) Meio 5 (MS 0,25 mg-L™" BAP 0,3 mg-L™* ABA)
T8 Meio 4 (MS 1,5 mg-L™" BAP) Meio 6 (MS 0,50 mg-L™" BAP 0,3 mg-L"" ABA)
T9 Meio 4 (MS 1,5 mg-L™ BAP) Meio 7 (MS 0,90 mg-L™" BAP 0,3 mg-L" ABA)

BAP:6-Benzilaminopurina ABA: acido abscisico

3. Resultados e discussao

Sementes germinadas sobre meio de cultivo adicionado de citocinina
(BAP) originaram plantulas com primordios foliares mais evidentes, epicotilos e
hipocaétilos espessos, raizes engrossadas, curtas e sem raizes secundarias. Apesar
destas modificacbes nas plantulas, o referido tratamento foi associado com maior
multiplicagcéao celular e favorecimento do processo de multiplicacao brotos. Na Fig. 1
sdo apresentados os resultados da primeira avaliacdo, apés 30 dias de cultivo dos
explantes em meios para multiplicacdo de brotos. A utilizagcdo da concentragdo mais
baixa da citocinina BAP (0,5 mg-L™") durante a germinacdo, combinada com a
utilizagdo da concentragao mais alta deste hormoénio na multiplicagéo de brotos (0,9
mg-L™), resultaram em moderada induc&o 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 (0,5 mg-L™) na germinacdo da semente e
na multiplicacdo de brotos resultou em maior dominancia apical e um broto principal
de maior tamanho (Fig. 1B). A combinac&o das duas concentracdes mais baixas de
BAP (0,5 mg-L™ na germinacdo da semente e 0,25 mg-L™ na multiplicac&o) resultou
em explantes com brotac&o apical considerada normal, sem nenhuma evidéncia de
multiplicacéo lateral (Fig. 1A). A utilizacdo da concentracdo mais alta de citocinina
BAP (1,5 mg-L™") na germinacdo da semente, combinada com a concentracdo mais
baixa deste horménio (0,25 mg-L™) na multiplicacdo de brotos, resultou em explante
com brotagdo principal semelhante a brotacdo desenvolvida diretamente da
semente. O mesmo ocorreu quando se empregou concentracdo de 1,0 mg-L™* de
BAP na germinacdo da semente e 0,25 mg-L™* de BAP na multiplicacdo de brotos
(Fig. 1D-E). A concentracdo mais alta de BAP (1,5 mg-L") na germinacdo da
semente, combinada com a concentrac&o intermediaria (0,5 mg-L™*) na multiplicacéo,
reduziu a dominancia apical do broto principal e induziu a formacdo de gemas
laterais (Fig. 1F). Finalmente, a concentracdo mais alta de BAP (1,5 mg-L™?) na
germinacdo da semente, combinada com a concentracdo mais alta deste horménio
(0,9 mg-L™) na multiplicacéo de brotos, resultou em menor dominancia apical (Fig.
1G).
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O conjunto de resultados sugere que a exposi¢ao a citocinina exégena no
periodo de germinacdo, diferente desta mesma exposicdo no periodo de
multiplicacdo de brotos, ndo foi determinante para o aumento do numero de
brotacdes. Nenhum dos tratamentos testados resultou em plena quebra de
dominancia apical. A biossintese e acdo do hormoénio AlA, auxina mais abundante e
de maior relevancia fisioldgica, provavelmente foi determinante na manutencéo 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 sao os
principais locais de sintese desse hormoénio (LJUNG, K.; BHALERAO, R.P,;
SANDBERG, G., 2001). O apice caulinar responde pela quase totalidade da auxina
produzida na planta. O transporte da auxina (transporte polar) do apice do caule até
0 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 formacdo de outros ramos na
proximidade do ramo central pela acdo da auxina produzida no apice do mesmo.
Acredita-se que as concentra¢cdes de citocinina exdgena (BAP) empregada nos
tratamentos ndo foram suficientemente elevadas para inibir a dominéancia apical
mantida pela acdo das auxinas endogenas. Por lado, concentracdes excessivas de
citocinina exdégena sao deletérias na regeneracédo. Os resultados obtidos sugerem
que a concentracdo de citocinina adequada para a regeneragdo de explantes
meristematicos de meldo Gaucho é ligeiramente superior as testadas neste estudo,
em uma faixa de concentra¢gbes bastante restrita. Plantas de meldo Gaucho obtidas
de sementes comerciais se caracterizam pela grande variabilidade genotipica e pela
diversidade de respostas quando submetidas a0 mesmo tratamento com citocininas
exdgenas. Assim, faz-se necessario caracterizar um numero significativo de
gendtipos de meldo Gaucho na definicdo de um tratamento de regeneracao
adequado para esta cultivar de meldao. O maior desafio na utilizacdo de noés
cotiledonares como explante na regeneracdo de meldo Gaucho tem a sido a
persistente dominancia apical desta espécie. A identificacdo do adequado regime de
hormdnios exdgenos para regeneracdo de meldo Gaucho deve assegurar a quebra
de dominancia apical, a indu¢do 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 indugédo de gemas e brotagbes
laterais (Fig. 2). A remocdo da brotacdo principal aos 15 dias resultou em uma
retomada da dominancia apical (resultados n&o apresentados).

4. Comentéarios finais

Acredita-se que o0 estidgio de desenvolvimento das células do noé
cotiledonar que origina o explante é de extrema importancia no posterior controle da
dominancia apical e consequentemente na inducdo de brotacdes laterais. Salienta-
se que as caracteristicas do no cotiledonar isolado para o processo de multiplicacéo
afetou o crescimento e a dominancia apical. Isto foi observado quando nés
cotiledonares preparados com e sem o auxilio de um sterioscopio foram submetidos
aos mesmos tratamentos. Com o auxilio de stereoscépio retira-se mais células da
base dos cotilédones e supostamente mais células associadas a formacao de
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primordios ou meristema. N6s cotiledonares isolados com auxilio de sterioscopio
resultaram em explantes com menor dominancia apical e com maior crescimento de
brotacdes laterais em todos os tratamentos avaliados (Fig. 1A-G e Fig. 2A-D).
Entretanto, ainda que o padrdo de reposta frente as diferentes concentracbes da
citocinina tenham sido semelhantes, a persisténcia da dominancia apical foi
exacerbada em explantes originados de nés cotiledonares isolados sem o auxilio de
stereoscopio.

S A Figura 1. Multiplicacdo de tecidos para a
produc@o de multiplos brotos utilizando-se
nés cotiledonares preparados sem o auxilio
o do stereoscopio. A-G= explantes com 30

dias, primeira avaliacdo. A:T1. B:T2. C: T3.
& D:T4. E:T7. F:T8. G:T9. T= Tratamentos. A a
o G (Barra 1cm).

Figura 2. Multiplicagdo de tecidos para
a producéo de multiplos brotos a partir
de nés cotiledonares preparados com
o auxilio do stereoscépio. A-D=
explantes com 30 dias, primeira
avaliagcdo. E-H= explantes com 45
dias, segunda avaliagdo. A e E:T4.B e
FT5. C e GT6. D e HT8 T=
Tratamentos. A a H (Barra 1cm).
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