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Tratamentos Pré-germinativos para o
Estabelecimento in vitro de Sementes de
Meloeiro Cantaloupe

Francisco Bruno Silva Freire'

Frederico Inacio Costa Oliveira?

Alexya Vitoria Felix Carvalho?®

Arlene Santisteban Campos*

Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho?®
Fernando Antonio Souza de Aragao®

Resumo - O meloeiro € uma das cucurbitaceas mais relevantes no mundo.
Em programas de melhoramento que visam a obtencao de plantas haploides
e di-haploides, é de fundamental importancia que sejam desenvolvidos
métodos eficientes de regeneragéo in vitro de plantas por meio da cultura
de tecidos. Na literatura, embora estejam disponiveis protocolos para a
regeneracdo de plantas de meloeiro, existe uma grande variagdo nos
procedimentos para o estabelecimento in vitro das sementes. Assim, o
objetivo deste trabalho foi definir o tratamento de pré-germinagdo mais
adequado para o estabelecimento in vitro de sementes de meloeiro do tipo
Cantaloupe. Inicialmente, sob condi¢des de capela de fluxo laminar, as
sementes foram desinfestadas em solugdo de alcool 70% por um minuto,
posteriormente imersas em solugdo de hipoclorito de sédio a 0,1% durante
7,5 minutos e, por fim, lavadas trés vezes com agua destilada autoclavada,
sendo cada lavagem com duragdo de um minuto. Apds a desinfestacdo, as
sementes foram submetidas a diferentes tratamentos de pré-germinagéo.
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 10 x 5, constituido por 10 tratamentos de pré-germinacéo e cinco
periodos de avaliagdo, com quatro repetigdes de cinco frascos contendo uma
semente cada, totalizando 20 sementes por tratamento. As sementes que
continham tegumento e foram embebidas em agua destilada apresentaram
maiores taxa e velocidade de germinagdo em comparagao as sementes que
continham tegumento, mas que ndo foram embebidas em agua destilada.
A remocdo do tegumento resultou na germinacdo in vitro mais rapida e
uniforme das sementes em comparagdo aquelas cujo tegumento nao foi
removido. Assim, a retirada do tegumento resultou em maior uniformidade de
germinacao e de desenvolvimento das plantulas, dando origem a melhores
fontes de explante para o estabelecimento do cultivo in vitro dessa variedade
de meloeiro.

Termos para indexagao: Cucumis melo, explantes, cultura de tecidos
vegetais, velocidade de germinagéo, taxa de germinagéao.
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In vitro Germination of Cantaloupe Melon
Seeds

Abstract - Melon is one of the most relevant vegetables in the world. In
breeding programs that aims to obtain haploid and dihaploid plants, it is of
fundamental importance that in vitro plants regeneration efficient methods are
developed through tissue culture. In scientific literature, although protocols
for the regeneration of melon plants are available, there is great variation in
procedures for seed in vitro establishment. Therefore, the objective of this
work was to define the most adequate seed pre-germination treatment for in
vitro establishment of Cantaloupe melon seeds. Initially, under laminar flow
hood conditions, the seeds were disinfested in 70% alcohol solution for one
minute, subsequently immersed in 0.1% sodium hypochlorite solution for 7.5
minutes and finally washed three times with autoclaved distilled water, each
washing lasting one minute. After disinfestation, the seeds were submitted to
different pre-germination treatments. The experimental design was completely
randomized, in a 10 x 5 factorial scheme, consisting of 10 pre-germination
treatments and 5 evaluation periods, in 4 replicates of 5 recipients containing
one seed each, totaling 20 seeds per treatment. Seeds with tegument and
soaked in distilled water, present a higher germination rate and speed in
comparison to seeds containing tegument that were not soaked. The removal
of tegument resulted in faster and greater uniformity in vitro germination
seeds compared to seeds whose tegument has not been removed. Thus the
tegument removal resulted in greater uniformity of germination and seedling
development, giving rise to the best explant sources for in vitro establishment
of this melon variety.

Index terms: Cucumis melo, explants, plant tissue culture, speed of
germination, germination rate.
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Introducao

A familia Cucurbitaceae inclui diversas espécies de grande valor
econdmico. Dentre essas, o meldo (Cucumis melo L.) € uma das hortalicas
de maior relevancia mundial. Em 2016, foram produzidas 31 milhdes de
toneladas em cerca de 1,24 milhdo de hectares (FAO, 2016). Nesse mesmo
ano, o Brasil ocupou a 112 posigao, provendo apenas 2% da produgdo mundial.
Em 2017, a produgéo brasileira de meldo alcangou 540 mil toneladas em uma
area de 23 mil ha. A regido Nordeste contribuiu com 95% dessa produgao,
com destaque para os estados do Ceara e do Rio Grande do Norte, que se
sobressairam como os maiores produtores nacionais, participando com 89%
do percentual regional (IBGE, 2017).

Atualmente, os meldes mais cultivados estédo inseridos em dois grandes
grupos botanicos, segundo a classificagdo de Robinson e Decker-Walters
(1997). Os aromaticos e climatéricos, da variedade cantaloupensis, como 0s
tipos Cantaloupe, Galia e Charentais, ttm como sua principal caracteristica
a resposta ao hormdnio gasoso etileno, que promove a continuidade do
amadurecimento apds a colheita. Ja no segundo grupo, constituido por
padrées inodoros e nao climatéricos, da variedade inodorus, como os tipos
Amarelo, Pele-de-sapo e Honeydew, ndo ocorre amadurecimento apos
a remocao do fruto da planta. Vale ressaltar que, nos ultimos anos, as
cultivares de meldes nobres, como os do tipo Cantaloupe, que apresentam
caracteristicas organolépticas mais atrativas e valor comercial mais elevado,
aumentaram sua participacdo no mercado de 15 para 20% (Medeiros et al.,
2011).

Em cucurbitaceas, nos programas de melhoramento genético para
obtencgao de plantas haploides e homozigotas di-haploides, sdo comumente
empregados trés processos diferentes: partenogénese haploide in situ
(induzida, principalmente, por polinizagdo com pdlen irradiado); ginogénese
in vitro (cultivo in vitro de ovarios e évulos); e androgénese in vitro (cultivo
in vitro de anteras e microsporos) (Dong et al., 2016). Porém, para a aplica¢do
dessas técnicas biotecnolégicas, Tekdal e Centiner (2013) ressaltaram que
€ de fundamental importancia a utilizagdo de métodos eficientes para a
regeneracao de plantas por meio da cultura de tecidos.
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A cultura de tecidos vem sendo aplicada em meloeiro desde a década
de 1970 (Fadia; Mehta, 1973; 1975). Entretanto, para a utilizagao comercial
dessa técnica, é necessario o desenvolvimento de um sistema eficiente
de regeneragao in vitro (Nunez-Palenius et al., 2008). Nos ultimos anos,
protocolos de regeneracgéao, tanto por organogénese (Garcia-Almodévar et al.,
2017; Naderi et al., 2016; Peraita, 2016; Sebastiani; Ficcadenti, 2016; Zhang
et al., 2014; Parvin et al., 2013; Ren et al., 2012; Ren et al., 2013; Tekdal;
Cetiner, 2013; Choi et al., 2012; Pinho et al., 2010; YalcinMendi et al., 2010;
Melara; Arias, 2009) quanto por embriogénese somatica (Raji et al., 2018;
Moradmand et al., 2011; Naderi et al., 2011), tém sido descritos para um
grande numero de variedades de meloeiro. Porém, esses estudos revelam
uma grande variagdo nas respostas morfogenéticas, indicando que diversos
fatores podem afetar a eficiéncia dos protocolos, tais como: gendtipo, fonte
de explante, tipos e concentragbes dos fitorreguladores, condi¢gdes de
cultivo e fatores fisicos. Segundo Zhang et al. (2014), apesar de todos esses
estudos, o meloeiro é ainda considerado uma espécie “recalcitrante in vitro”,
tendo em vista, principalmente, a influéncia do gendtipo. Sendo assim, torna-
-se necessario o desenvolvimento de protocolos de regeneragao para cada
cultivar especifica, visando a otimizagdo da resposta in vitro e posterior
aplicacdo em programas de melhoramento.

O processo de desinfestagcdo, primeira etapa para o estabelecimento
in vitro de uma cultura, implica a eliminagdo dos microrganismos superficiais
do explante a fim de evitar contaminagdes extremamente prejudiciais na
introdugdo, incubagdo e manipulacdo do material. Os microrganismos
contaminantes sido geralmente bactérias e fungos (Souza et al., 2006).

Na maioria dos trabalhos com cultura de tecidos em meloeiro, a fase
de estabelecimento é realizada com explantes obtidos a partir de plantulas
germinadas in vitro. O uso de explantes obtidos a partir da germinagao
in vitro de sementes é a pratica mais empregada, tendo em vista que tanto a
desinfestacao quanto os tratamentos de pré-geminacao sao feitos na propria
semente, e ndo diretamente nos explantes a serem introduzidos in vitro.

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo definir o tratamento de
pré-germinacao mais adequado para o estabelecimento in vitro de sementes
de meloeiro do tipo Cantaloupe (Cucumis melo var. cantaloupensis).



Tratamentos Pré-germinativos para o Estabelecimento in vitro de Sementes de Meloeiro Cantaloupe 9

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
da Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE, no periodo de maio a
junho de 2017. As sementes de meloeiro do tipo Cantaloupe (Cucumis melo
var. cantaloupensis), cultivar comercial Cantaloupe lItaliano, foram fornecidas
pela Sakata®. Inicialmente, sob condigdes de capela de fluxo laminar, as
sementes foram desinfestadas em solucdo de alcool 70% por um minuto,
posteriormente imersas em solugdo de hipoclorito de sédio a 0,1% durante
7,5 minutos e, por fim, lavadas trés vezes com agua destilada autoclavada,
sendo cada lavagem com duragédo de um minuto. Todos os frascos e a agua
destilada necessaria para preparo das solu¢des de desinfestagao (alcool
70% e hipoclorito de sédio), lavagem e embebicdo das sementes, foram
previamente autoclavados a 121 °C por 30 minutos.

Apds essa desinfestagdo inicial, as sementes foram submetidas a 10
tratamentos de pré-germinagéo, que diferiram em relagéo a retirada ou néo do
tegumento (Figura 1) e & embebi¢do ou ndo em agua destilada, em diferentes

l
UL U e

Figura 1. Sementes do tipo de meloeiro Cantaloupe (cultivar comercial Cantaloupe
Italiano) com tegumento (tratadas com Vitavax Thiram 200 SC, conforme especificado
na embalagem), a esquerda; e sem tegumento, a direita.
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intervalos de tempo. Os tratamentos foram: T1 - sem a retirada do tegumento
e sem embebigdo; T2 - sem a retirada do tegumento e com embebicao por
quatro horas; T3 - sem a retirada do tegumento e com embebicao por 16
horas; T4 - sem a retirada do tegumento e com embebicdo por 24 horas;
T5 - sem a retirada do tegumento e com embebicéo por 48 horas; T6 - com
a retirada do tegumento e sem embebigao; T7 - com a retirada do tegumento
e com embebic¢ao por quatro horas; T8 - com a retirada do tegumento e com
embebicéo por 16 horas; T9 - com a retirada do tegumento e com embebicao
por 24 horas; € T10 - com a retirada do tegumento e com embebicao por 48
horas.

Com o auxilio de pingas, as sementes foram inoculadas com a parte apical
que contém o ponto de incisdo no ovario voltado para o meio de cultivo, de
forma que metade do comprimento da semente ficasse inserida no meio de
cultivo (Figura 2).

Figura 2. Semente do tipo de meloeiro Cantaloupe (Cucumis melo var. cantaloupensis),
cultivar comercial Cantaloupe Italiano, sem tegumento, inoculada com a parte apical
(seta) inserida no meio de cultivo, isto €, com o ponto de incisdo no ovario voltado para
o0 meio de cultivo. Tamanho da barra: 1,0 cm.
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O meio de cultivo utilizado foi o MS (Murashige; Skoog, 1962), suplemen-
tado com 30 g L' de sacarose e solidificado com Gelrite (Gelzan®) a 1,8 g L.
O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que foi realizada a 121 °C
por 15 minutos.

As sementes foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
de 25 = 1 °C, no escuro, por trés dias. Apos esse periodo, foram transferidas
para fotoperiodo de 8/16 horas (escuro/luz) e intensidade luminosa de
30 ymol.m=2.s™.

No terceiro, sétimo, décimo quarto, vigésimo primeiro e vigésimo oitavo
dias apds ainoculagao das sementes in vitro, contou-se o numero de sementes
germinadas. A semente foi considerada germinada quando constatado o
desenvolvimento da radicula (Figura 3).

Figura 3. Semente do meloeiro Cantaloupe (Cucumis melo var. cantaloupensis),
cultivar comercial Cantaloupe Italiano, contendo tegumento apresentando crescimento
da radicula (seta), aos sete dias da inoculagao in vitro, no tratamento T1 (sem a retirada
do tegumento e sem embebigdo em agua destilada). Tamanho da barra: 1,0 cm.
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 x 2, constituido por cinco tempos de embebi¢cao na pré-germinagao
e remogao ou nao do tegumento das sementes, com quatro repeticées de
cinco frascos contendo uma semente cada, totalizando 20 sementes por
tratamento. Os dados obtidos, referentes aos tratamentos das sementes com
tegumento, foram submetidos a analise de variancia da regressao.

Resultados e Discussao

Nao foram constatadas contaminagbes de qualquer natureza durante
toda a condugéo do experimento. A auséncia de contaminagédo nas semen-
tes pode ser atribuida ao prévio tratamento com o fungicida Vitavax Thiram
200 SC, conforme especificado na embalagem, e também ao procedimento
de desinfestacao inicial, realizado em todas as sementes antes da submissao
aos tratamentos de pré-germinacao.

Houve interagao entre os fatores, em que se verificou que a porcentagem
de germinacao das sementes diferiu significativamente, tanto em relagao ao
tempo de embebig¢do quanto a remogéo do tegumento.

Com a remocao do tegumento, 100% das sementes germinaram em todos
os tempos de embebigao trés dias apds a inoculagao in vitro. Por outro lado,
sem a remocéao do tegumento, os tratamentos com embebi¢ao sé alcangaram
a plena germinacao a partir do décimo quarto dia apds a inoculagéo, o que
néo ocorreu no tratamento sem embebigéo (Figura 4).

Melara e Arias (2009) também obtiveram a germinacdo de sementes, com
a remocgao do tegumento, de varios gendtipos de meloeiro apos trés dias de
cultivo in vitro. A diferenga entre o tempo de germinagao apds a inoculagao
in vitro das sementes com ou sem tegumento indica que a ndo remogéao desta
estrutura retarda a germinacéo das sementes.

Quanto as sementes inoculadas com tegumento, pode-se concluir que
a embebicdo das sementes em agua destilada autoclavada acelerou a
germinacgao a partir da segunda semana. No 14° dia de avaliagéo, constatou-
se que o tratamento controle (T1), isto €, sem embebicao e sem a remogao do
tegumento, resultou na menor porcentagem de sementes germinadas (70%)
(Figura 4). Provavelmente, a embebicdo em agua teve efeito na germinagao
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por propiciar um ambiente hidratado dentro da semente, facilitando a agao de
hidrolases e iniciando o processo de germinagéo das sementes (Nascimento;
Aragéo, 2004). Nas sementes com tegumento, a embebi¢cdo em agua pode ter
reduzido a velocidade de germinagéo, possivelmente devido a diminuigéo na
disponibilidade de oxigénio para as sementes, comprometendo a qualidade
e, consequentemente, diminuindo a eficiéncia de germinagéo (Barros et al.,
2005).

100%

80% | e

60%

Tempo de Embebigédo

40%

com Tegumento

Germinagao in vitro (%)

/, ¥ e T1 Oh) == T2 (4h) — — T3 (16h) — -~ T4 (24h) --=-=- T5 (48h)

20%
sem Tegumento
——T6 (Oh) = T7 (4h) = T8 (16h) = T9 (24h) = T10 (48h)

0% / T T T !
0 3 7 14 21 28
Dias ap6s a inoculagdo das sementes

Figura 4. Porcentagem de germinacao in vitro de sementes do meloeiro Cantaloupe
(Cucumis melo var. cantaloupensis), cultivar comercial Cantaloupe Italiano, em fungao
de diferentes tratamentos de pré-germinagéo.

O tempo em que as sementes com tegumento permaneceram no preé-
tratamento de embebicao teve efeito na porcentagem de germinagéo. Aos
14 dias, as maiores porcentagens foram registradas para aquelas sementes
que permaneceram mais de 16 horas em embebicao. Entretanto, a partir da
terceira semana, o tempo de embebicao ndo teve mais efeito (Figura 4).

Nas sementes cujo tegumento foi retirado, a porcentagem foi de 100%,
indicando que o tratamento de embebicdo ndo afetou a geminagdo em
todas as avaliagdes efetuadas (Figura 4). A embebicdo das sementes em
agua destilada autoclavada, combinada com a remogédo do tegumento,
nado alterou a taxa de germinagdo em nenhum dos intervalos de tempo de
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embebicao testados (T7 a T10) em comparagado com aquelas que nao foram
submetidas ao procedimento de embebicdo (T6). Para germinagcdo sem a
remogao do tegumento, ndo houve regressdo quando avaliada aos trés e
28 dias apos a inoculagéo in vitro das sementes (Figura 5). Por outro lado,
modelos quadraticos foram ajustados quando a germinagao das sementes foi
avaliada aos 7, 14 e 21 dias ap6s a inoculagédo, demonstrando a importancia
do pré-tratamento com embebi¢cdo na germinacéo in vitro de sementes sem a
retirada do tegumento, alcangando maiores niveis de germinagdo em menor
periodo de tempo.

21 dias

y =-0.02x2 +0.90x + 90.05
R?=0.57

60

T y=-0.05x2 +246x+27.94 .

Germinagao in vitro (%)

R?=0.53
40 e
20
® (3 dias) ® (28dias) - (7 dias) —— (14 dias) —— (21 dias)
0 . . » . . .
0 8 16 24 32 40 48

Tempo de embebigdo em agua (horas)

Figura 5. Porcentagem de germinagéo in vitro de sementes com tegumento do meloeiro
Cantaloupe (Cucumis melo var. cantaloupensis), cultivar comercial Cantaloupe
Italiano, em fungcdo de diferentes tratamentos de pré-germinagdo. Tratamentos:
T1 - com tegumento, sem embebicdo; T2 - com tegumento, embebido por 4 horas;
T3 - com tegumento, embebido por 16 horas; T4 - com tegumento, embebido por
24 horas; e T5 - com tegumento, embebido por 48 horas.

Séo poucos os trabalhos na literatura que fazem mencgao aos resultados
obtidos em relacdo a germinagédo in vitro de sementes de meloeiro.
No protocolo utilizado por Peraita (2016), no qual o tegumento das sementes
também foi retirado, em torno de 80% das sementes da variedade de meloeiro
Cantaloupe germinaram, além de ndo apresentarem problemas relacionados
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a contaminagao. Com a remog¢ao do tegumento em sementes de meloeiro da
linhagem CM-23, houve a germinacgéao cinco dias apds a inoculagao in vitro
(Zhang et al., 2014). Ja para a variedade estudada no presente trabalho, no
terceiro dia todas ja apresentavam desenvolvimento da radicula.

Assim, o ganho em tempo € importante por disponibilizar mais rapidamente
plantulas para a excisao de explantes, visando ao estabelecimento in vitro.
De acordo com Tekdal e Cetiner (2013), as taxas de germinagéo das sementes
das variedades Cinikiz e Hasanbey foram de 85% e 78%, respectivamente.
Pinho et al. (2010) mencionam que o aumento do periodo de permanéncia
das sementes nos meios germinativos, além de induzir menor resposta
morfogenética dos explantes, reduz a sensibilidade destes as concentragbes
de BAP empregadas nos meios regenerativos, ratificando a importancia da
remogao do tegumento da semente para obtencdo de maior velocidade de
germinagao.

Conclusoes

Com a remocgao do tegumento, trés dias apds a inoculagéo in vitro, 100%
das sementes de meloeiro do tipo Cantaloupe germinaram em todos os
tempos de embebigéao.

Sementes contendo tegumento e embebidas em agua destilada
apresentaram maior velocidade de germinacdo em comparagdo com as
sementes com tegumento que ndo foram embebidas. Nestas, aos 28 dias
apos a inoculagao in vitro, a germinagao nao ocorreu em sua totalidade.

A remocao do tegumento resultou na germinagao in vitro mais rapida
e uniforme das sementes de meloeiro em comparagao com as sementes
cujo tegumento nao foi removido. Esse ganho em tempo é importante por
disponibilizar mais rapidamente plantulas para a excisdo de explantes visando
ao estabelecimento in vitro.
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