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Resumo: Por ser um fruto bastante apreciado e de elevada importancia agrondmica, diversos trabalhos visando o
melhoramento genético do meloeiro, como por exemplo, para o prolongamento do tempo de prateleira, tém sido
descritos. Entretanto, a inexisténcia de sistemas adequados para transformacao e regeneracéo de plantas é um fator
limitante para a aplicagdo desta tecnologia em diversas cultivares de meloeiro, a exemplo da cv Eldorado 300. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo para regeneracdo eficiente in vitro da cv Eldorado 300
(Cucumis melo var. inodorus) a partir de explantes cotiledonares, visando a posterior utilizacdo deste protocolo de
regeneracdo para aplicagdo em trabalhos de transformacdo genética. Foram testadas trés fontes de citocinina
(benzilaminopurina (BAP), cinetina (Cin) e isopenteniladenina (2ip), em 3 concentragdes (0,5; 1,0 e 1,5 mg L),
combinadas com 5 concentragOes de acido indolacético (AlA) (0,01; 0,05; 0,1; 0,4 e 0,8 mg L), adicionadas ao
meio basico MS + 0,26 mg L™ de 4cido abscissico (ABA). O maior nimero de gemas e brotacdes formadas foi
encontrado em explantes mantidos em meio de cultura contendo 1 mg L' de BAP + 0,8 mg L' de AlA e 1,5 mg
L de BAP + 0,01 mg L de AlA. Entretanto, as plantulas obtidas apresentaram morfologia anormal e sobrevida
curta in vitro, comum em regenerantes de meloeiro, o que sugere a necessidade de realizacdo de novos estudos
com o objetivo de produzir plantas passiveis de serem utilizadas em trabalhos que envolvam a transformagéo
genética.
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Hormonal combinations for cotiledonary organogenesis in muskmelon cv. Eldorado 300

Abstract: Because of its broad acceptance and agronomical importance, several studies aiming at muskmelon
genetic improvement for various purposes, such as improvement of shelf life, have been described. However, the
unavailability of effective systems for the genetic transformation and plant regeneration is a limiting factor for the
application of genetic engineering for several cvs of muskmelon such as the Eldorado 300. The objective of this
work was to develop an effective protocol for the regeneration of the cv Eldorado 300 (Cucumis melo var.
inodorus), from cotiledonary explants, having sight its further application in genetic engineering programs. We
tested three sources of cytokinins (benzylaminopurine (BAP), kinetin (Cin) and isopentenyladenine (2ip), in 3
concentrations (0,5; 1,0 and 1,5 mg L), combined with 5 concentrations of indolacetic aid (AlA) (0,01; 0,05; 0,1;
0,4 and 0,8 mg L™?) added to the MS basal medium + 0,26 mg L™ of abscissic acid (ABA). 1 mg L** BAP + 0,8
mg L of AIA and 1,5 mg L of BAP + 0,01 mg L™ of AIA in the culture media were the most effective
combinations of cytokinins and indol acetic acid towards the formation of both buds and shoots. However, the
resulting plantlets presented abnormal morphology and short life in vitro, a common feature of regenerated
muskmelon, which suggests the need for further studies aiming at the production of plantlets suitable to be used
in genetic engineering programs.

Keywords: Benzylaminopurine; melon; In vitro regeneration; genetic transformation.
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Introducéo

Cucumis melo L. (meloeiro) é a mais diversa espécie do género Cucumis. A producao
do meloeiro no Brasil teve inicio na década de 60, concentrando-se especialmente na regido do
Nordeste brasileiro (CARMO et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2017; VALADARES et al.,
2017).

Por ser um fruto bastante apreciado e de elevada importancia agronémica, trabalhos
visando o melhoramento genético do meloeiro como, por exemplo, para o prolongamento do
tempo de prateleira, através de retardo na maturagao, tém sido relatados (AYUB et al., 1996;
SILVA et al., 2004; NUNEZ-PALENIUS et al., 2006; MORGADO et al., 2015). Trabalhos
baseados em engenharia genética, como transformacédo por Agrobacterium, apresentam grande
potencial para avancos no melhoramento genético desta cultura (BAIRWA et al., 2010;
ZHANG et al., 2011). Entretanto, a inexisténcia de sistemas adequados para transformacéo e
regeneracdo de plantas é um fator limitante em diversas cultivares (cvs) de meloeiro
(CHOVELON et al., 2011), a exemplo da cultivar (cv) Eldorado 300.

Hormaonios vegetais como auxinas e citocininas tém sido usados em meios de cultura de
regeneracdo de melédo, visando a indugdo de formacéo de gemas e brotos (REN et al., 2012).
Também o 4cido abscisico (ABA) tem sido usado na cultura de tecidos por agir estimulando a
acao de citocininas como benziladenina (BA) na formacao de brotos de meldo na organogénese
(SHETTI et al., 1992; NIEDZ et al., 1989). Todavia, tanto variedades botanicas quanto cvs
comerciais de meldo apresentam genotipo especificidade quanto a sua capacidade regenerativa
in vitro. Além disso, alteragdes morfoldgicas causadas por variacdo no nivel de ploidia dos
regenerantes, observadas ao longo da diferenciacdo, sdo comuns na cultura de tecidos do
meloeiro, de forma que brotos com folhas retorcidas, deformadas e intumecidas, com
desenvolvimento paralisado, sem enraizamento e com reduzida sobrevida in vitro, tém sido
frequentemente observados, o que faz esta espécie ser considerada como de dificil regeneragédo
(CHOVELON etal., 2011; REN et al., 2012).

A cv de meldo Eldorado 300 (Cucumis melo var. inodorus) foi desenvolvida nos anos
80 pela Embrapa, visando a obtencéo de um material tolerante ao virus do mosaico da melancia
— WMV1, principal virose da cultura. Esta nova variedade apresenta resisténcia ao WMV1,
maior produtividade e boa adaptacéo sendo produzido em todo pais.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo para regeneracédo eficiente in

vitro da cv de meloeiro Eldorado 300 (Cucumis melo var. inodorus), a partir de explantes
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cotiledonares, visando a posterior utilizacdo deste protocolo de regeneracdo em trabalhos de
transformacéo genética.
Material e Métodos

Sementes de meldo (Cucumis melo var. Inodorus) cv. Eldorado 300 tiveram seus
tegumentos retirados manualmente e esterilizados superficialmente em hipoclorito de sodio
(2%, v/v) acrescido de 2 gotas do detergente Tween 20, por 20 minutos, seguido de 3 lavagens
em &gua destilada e autoclavada. Em seguida, as sementes foram inoculadas em placas de Petri
contendo meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L de sacarose
e 6 g L de agar, com pH ajustado em 5,9 antes da autoclavagem, por 24 h, para germinagao.
Apds, o embrido das sementes foi eliminado e os cotilédones foram divididos em 6 partes
(explantes) e acondicionados em placas de Petri contendo diferentes composigdes de meios de
cultura para regeneracdo. O meio de regeneragéo teve o meio MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) como meio base suplementado com 30 g L de sacarose e 6 g L de agar, com pH
ajustado em 5,9 antes da autoclavagem. O meio de cultivo foi acrescido sempre de 0,26 mg L-
! de 4cido abscissico (ABA) e variando-se a fonte e concentracio de citocinina e a concentragio
de auxina a partir de &cido indol acético (AlA).

Foram realizados 3 experimentos em paralelo, cada qual com uma fonte diferente de
citocinina, a saber: benzilaminopurina (BAP), isopenteniladenina (2ip) e cinetina (Cin). Cada
fonte de citocinina foi testada em diferentes concentragdes (0,5, 1,0 e 1,5 mg L), em
combinacdo com diferentes concentracdes de acido indol acético — AlA (0,05, 0,1, 0,4 e 0,8 mg
L'1) como descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Fontes de citocinina (BAP, 2ip e Cin) combinadas com concentracGes de &cido indol
acetico (AlA), utilizadas para compor 3 diferentes experimentos de organogénese a
partir de fragmentos de cotilédone de mel&o.

Citocinina  Concentrag@es de citocinina (mg L™) Concentragdes de AIA (mg L?)

0,5 0,05;0,1;0,4¢e0,8
BAP 1,0 0,05;0,1;0,4¢e0,8
1,5 0,05;0,1;0,4e0,8
0,5 0,05;0,1;0,4e0,8
2ip 1,0 0,05;0,1;0,4¢e0,8
1,5 0,05;0,1;0,4e0,8
0,5 0,05;0,1;0,4e0,8
Cin 1,0 0,05;0,1;0,4e0,8

15 0,05:0,1;0,4e0,8
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Para todos os experimentos, 0 meio base utilizado foi MS, suplementado com 30 g L™
de sacarose e 6 g L de 4gar, com pH ajustado em 5,9 antes da autoclavagem e acrescido sempre
de 0,26 mg L de acido Abscisico (ABA).

O material vegetal foi mantido em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C e
fotoperiodo de 16 h por 45 dias sob intensidade luminosa de 25 umol m? s™. Apds, ocorreu a
avaliacdo de nimero de gemas por explante e nimero de brotacdes por explante para cada
experimento. Brotos bem diferenciados, passiveis de isolamento do explante, foram
transferidos para frascos contendo meio de cultura para enraizamento (MS/2, sem reguladores
de crescimento).

Para cada experimento, o delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado em
esquema fatorial duplo 3 x 5, sendo 3 concentragdes de citocinina e 5 concentragcfes de auxina.
Cada tratamento de cada experimento foi constituido de 5 repeti¢des (placas de Petri) contendo
6 explantes por repeticdo. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
tiveram suas médias comparadas por teste Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05). Para

realizacdo da analise estatistica usou-se o programa SISVAR (FERREIRA, 2014).

Resultados e Discusséo
Para o experimento realizado com a citocinin BAP, ap0s 45 dias de cultivo, observou-
se a formacao de calos friaveis em explantes mantidos sobre meios de cultura contendo a menor
concentragéo de BAP (0,5 mg L) independentemente da concentragdo de acido indol acético
(Figuras 1A e 1B).

Figura 1 - Detalhes do desenvolvimento dos explantes submetidos a citocinina BAP em que
(A): explante geralmente encontrado apds duas semanas. (B): explante encontrado
nos tratamentos com concentragio mais baixa de BAP (0,5 mg L) apresentando
excesso de formacgéo de calos friaveis e auséncia de gemas e brotos. (C): aspecto
geral dos brotos isolados, com morfologia anormal e curta sobrevida in vitro.
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A concentragdo média de BAP (1 mg L) no meio de cultura resultou em menor inducéo
na formacéo de calos conforme 0 aumento da concentracdo de AIA. Enguanto que para a maior
dose de BAP (1,5 mg L) ocorreu o contrario, havendo maior formagéo de calos conforme o
aumento da concentracdo de AIA no meio de cultura.

Neste experimento, 0 maior niimero de gemas foi obtido nos tratamentos com 1 mg L*
BAP + 0,8 mg LT AlA e 1,5 mg L BAP + 0,01 mg L AIA, apresentando uma média de
aproximadamente 3 gemas por explante (Figura 2A). De forma semelhante, os maiores nimeros
de brotos por explante foram obtidos também nos tratamentos com 1 mg L™ BAP + 0,8 mg L™
AIA, e ,5mg Lt BAP + 0,01 mg L AIA e também no tratamento com 1,5 mg L™ BAP + 0,05
mg Lt AIA, com um niimero médio de aproximadamente 0,5 brotos por explante (Figura 2B).

Figura 2 - Efeito de diferentes combinacdes de BAP e AIA sobre: (A): formacdo de gemas e
(B): brotos, a partir de explantes cotiledonares. Letras mailsculas entre
concentracdes de BAP para a mesma concentracdo de AlA, e minusculas dentro de
cada concentracdo de BAP para as variagdes de concentracdo de AlA diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A andlise de trabalhos previamente publicados descrevendo a inducéo de formacéo de
gemas e de brotagdes em outras variedades de meldo demonstra que a citocinina BAP em
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concentragdes acima de 1 mg L, é a citocinina mais frequentemente utilizada para a inducéo
de formacdo de gemas e brotos em meldo (NUNEZ-PALENIUS, 2006). Por exemplo,
combinacdo de 1,0 mg L de BAP ¢ 0,01 mg L de AIA (REN et al., 2012) ou 8,0 mg L* de
BAP sem adi¢do de auxina (KENG e HOONG, 2005) séo recomendadas para indugdo de
brotag@es para variedade inodorus. Enquanto que combinagdo de 1,5 mg L™ de BAP + 0,1 mg
L de AIA é recomendada para a linhagem CM-15 de Cucumis melo L. (ZHANG et al., 2011)
e 0,5 mg L de BAP + 0,5 mg L™ de AIA, para variedade flexous (YALCIN-MENDI et al.,
2010).

Todavia, segundo Bairwa et al. (2010), ndo ha dose especifica, mas sim um balanco
ideal entre citocinina e auxina que induz a formacdo de gemas e brotos. Esta relacdo
citocinina/auxina é bastante sensivel, variando de acordo com a espécie e até mesmo com o
gendtipo utilizado. Geralmente uma relagéo citocinina/auxina maior que 1 é usada a fim de
induzir a formacdo de gemas e brotacdes (NUNEZ-PALENIUS et al., 2008). Entretanto,
diversos estudos tém indicado ndo haver necessidade da presenca de auxina no meio de cultura
para que haja inducdo de brotacdes em explantes de meldo, além destes estudos também
indicarem que a presenca de auxina induz a formacéo de calos friaveis, inibindo a producéo de
brotos (KENG e HOONG, 2005; YALCIN-MENDI et al., 2010; REN et al., 2012).

Para a cv Eldorado 300, o aumento na concentracdo de auxina (AlA) no meio de cultura
estimulou a formacdo de gemas e de brotacBes, quando a concentracdo de BAP no meio de
cultura era 1 mg L. Todavia, quando a concentragdo de BAP no meio de cultura era igual a
1,5 mg L, o aumento na concentragdo de auxina (AIA) no meio de cultura inibiu a formagéo
de gemas e de brotacGes. De fato, a eficiéncia na inducdo de gemas e brotos a partir de
combinagdes de BAP na concentragio de 1,5 mg L™t com AIA em concentragfes muito baixas,
indica que a auxina ndo € um fator determinante para a ocorréncia ou nao de formacao de gemas
e brotos nesta cv.

Ja para o experimento com explantes mantidos em meio de cultura contendo a citocinina
2ip, 0 maior nimero de gemas foi obtido nos tratamentos com 1 mg L 2ip + 0,8 mg Lt AIA,
1,5 mg Lt 2ip + 0,01 mg L"2AIA e 1,5 mg L 2ip + 0,05 mg L AIA, com o nimero médio de
gemas por explante entre aproximadamente 1,3 e 1,4 (Figura 3A). Da mesma forma, o maior
nimero de brotos foi obtido para os tratamentos com 1 mg L™ 2ip + 0,8 mg L AlA e 1,5 mg

L 2ip + 0,05 mg Lt AIA com uma média proxima de 0,4 brotos por explante (Figura 3B).



Revsta, NS ISSN 2175-2214
Culszvando Volume 12 - n°4, p. 411 a 422.
aver 4y Outubro a Dezembro de 2019. 417

Figura 3 - Efeito de diferentes combinacdes de 2ip e AlA sobre: (A): a formacdo de gemas e
(B): e de brotos, a partir de explantes cotiledonares. Médias seguidas pela mesma
letra maiusculas entre linhas e minusculas dentro de cada linha, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Ao final dos 45 dias de experimento foi observado que os explantes submetidos aos
tratamentos correspondentes a menor concentragdo de 2ip testada (0,5 mg L), ndo
apresentaram nenhum tipo de organogénese, independente da concentracdo de AIA utilizada
no meio de cultura (Figura 4A). Ja aqueles submetidos aos tratamentos correspondendo as
concentracdes de 1 mg L de 2ip + 0,01 ou 0,05 mg L* de AIA respectivamente, apresentaram
somente proliferacdo celular na regido do corte dos explantes, sem qualquer evento
organogenético até a avaliagdo (Figura 4B).

As citocininas sdo conhecidas por participar do controle do ciclo celular, estimular a
divisdo celular e a superacdo de dorméncia de gemas laterais, enquanto as auxinas influenciam
no inicio da divisdo celular, expansdo celular e organizacdo do meristema, promovendo a
dominancia apical. Logo, a modificagdo do balango de citocinina/auxina endogeno através da
presenca destas no meio de cultura pode favorecer um padrdo de desenvolvimento ou orientar

uma organogénese desejavel (GASPAR et al., 2003).
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Figura 4 - Aspecto do desenvolvimento dos explantes submetidos a citocinina 2ip. (A):
explante encontrado nos tratamentos T1 a T5, 45 dias ap0os a inoculagdo. (B):
explante encontrado nos tratamentos T6 e T7, nos quais pode-se observar
proliferacdo celular apenas na regido do corte do explante. (C): aspecto geral do
broto isolado, em meio de cultura destinado ao enraizamento, apresentando

morfologia anormal e curta sobrevida in vitro.
F

A B C

A citocinina 2ip, embora bastante conhecida, é pouco relatada em estudos sobre
regeneracdo de meloeiro. Chovelon et al. (2011) e Guis et al. (2000), por exemplo, obtiveram
maiores taxas de regeneracéo de explantes cotiledonares através do uso de 0,20 mg L de 2ip
associado a 0,20 mg L de BAP, possivelmente por um efeito sinérgico entre os dois tipos de
citocinina utilizados, sendo ainda importante ressaltar que os efeitos variaram de acordo com o
genotipo utilizado.

Em nenhum dos meios de cultura contendo combinac@es de cinetina (CIN) e acido
indol (AIA) acético foi observado qualquer tipo de diferenciacdo do explante original, a
exemplo de formacéo de calos, gemas ou brotos.

O efeito diferencial de formas e concentracbes de citocininas em diversos
ensaios/sistemas é amplamente conhecido (SAKAKIBARA, 2006). Os resultados encontrados
neste trabalho também demonstram que diferentes formas e concentragfes de citocininas
apresentam efeito diferencial sobre a regeneracdo de gemas e brotagdes no meloeiro cv
Eldorado 300, sendo que, de maneira geral, a benzilaminopurina (BAP) é mais eficiente,
quando comparada a outras formas de citocininas utilizadas neste estudo, na inducéo de gemas
e brotos.

Citocinina oxidases/desidrogenases (CKXs) catalizam a degradacdo irreversivel de
citocininas através da clivagem da cadeia lateral (SAKAKIBARA, 2006). Todavia, 0
reconhecimento da ligagédo dupla da cadeia lateral das citocininas pelas CKXs impede a
oxidacdo de citocininas aromaticas (ARMSTRONG, 1994) como a BAP (STRNAD, 1997),

possibilitando com que estas apresentem atividade bioldgica por mais tempo. Portanto, o efeito
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diferencial das diversas formas de citocininas encontrado no presente trabalho pode ser pelo
menos parcialmente, explicado pela degradacdo da cinetina e do 2ip pelas CKXs e pela
incapacidade daquelas enzimas de catabolizar citocininas aroméaticas como a BAP.

De maneira semelhante ao que foi relatado por Ren et al. (2012) para as cultivares
Cantalupensis e Inodorus de meloeiro, a maioria dos brotos obtidos neste estudo apresentou
morfologia anormal, com folhas intumescidas, paralisacao do crescimento e reduzida sobrevida
in vitro, independente da forma de citocinina utilizada (Figura 1C e Figura 4C). Estas alteracoes
podem estar eventualmente associadas a alteracdo no nivel de ploidia dos regenerantes, o que
afetaria a estabilidade gendmica dos mesmos (NUNEZ-PALENIUS et al., 2008).

A capacidade de regeneracdo de brotos in vitro das células dipléides de meldo é maior
que das células tetrapldides (EZURA e OOSAWA, 1994). O tipo de explante utilizado parece
ser um dos principais fatores que afetam a ploidia das plantas regeneradas (Ren et al. 2013).
Segundo Nufiez-Palenius et al. (2008), regeneracdo de brotos poliploides de meldo originados
de explantes cotiledonares é um problema comum na cultura in vitro, possivelmente pela
elevada probabilidade de a semente utilizada ter sido endopolinizada, o que causaria uma
endorreduplicacdo cromossomica sem divisao celular.

Outros tipos de explantes como embriGes somaticos, brotacbes, primérdios foliares e
hipocétilos, embora emitam menor nimero de brotacbes por explante (GUIS et al., 2000;
CHOVELON et al., 2011), resultaram em maior eficiéncia de regeneracdo, apresentando
frequéncias mais baixas de plantas poliplides em comparacdo com explantes cotiledonares
(CURUK et al., 2003). Assim, a formacdo de elevado numero de regenerantes anormais
observados neste estudo pode estar associada a regeneracdo de brotos polipldides, originados a

partir de explantes cotiledonares.

Conclusdes

O enriquecimento do meio de cultura MS com as citocininas BAP e 2ip, em combinagao
com as auxinas AIA e ABA possibilita a indugéo de formacao de gemas e brotos em explantes
cotiledonares da cv Eldorado 300 de meloeiro. Neste trabalho, 0 maior nimero de gemas e
brotagdes foi encontrado em explantes mantidos em meio de cultura contendo 1 mg L™ de BAP
+0,8mg L*de AlAe1,5mgL*de BAP +0,01 mg L de AIA. Todavia, a formagdo de plantas
com anomalias morfologicas observada neste trabalho sugere a necessidade de realizacdo de
novos estudos com o objetivo de produzir plantas passiveis de serem utilizadas em trabalhos

que envolvam a transformacao genetica.
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