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Apresentacao

A melancia [Citrullus lanatus (Thunb) Mansf.] é uma cucurbitidcea de grande
importancia econémica, sendo cultivada em varios paises do mundo. No Brasil, em
2000, a éarea plantada foi de 81.022 hectares e a producao total ficou em torno de
2.147.422 toneladas de frutos (IBGE, 2001).

A chegada dos hibridos importados de melancias sem sementes aos supermercados
e feiras livres brasileiras contribuird para a ampliacdao do consumo e aumentara a
complexidade do mercado nacional dessa fruta. Portanto, seria importante suprir os
agricultores de sementes de gendtipos adaptados, produtivos e resistentes aos
principais estresses bidticos da cultura no Brasil. Atualmente, as sementes
importadas tem um custo excessivamente elevado e, em geral, os hibridos
apresentam problemas de adaptacao. O desenvolvimento de cultivares superiores a
partir de germoplasma local surge como uma alternativa interessante.

O processo tradicional de desenvolvimento de hibridos sem sementes apresenta uma
série de entraves, os quais resultam em quantidades insuficientes de plantas nas
geracoes iniciais do melhoramento. Nesse contexto, o conhecimento de técnicas
adequadas de propagacao vegetativa pode ser util aos melhoristas.

O presente trabalho tem como objetivo descrever sucintamente as principais técnicas
de propagacéao de plantas de melancia, enfatizando aquelas com maior potencial de
aplicacdo nos programas de melhoramento que visem a obtencao de linhagens
tetrapléides e hibridos tripléides.

Newton de Lucena Costa
Chefe Geral Embrapa Rondénia
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Técnicas de Propagacao para Plantas
de Melancia: ferramentas uteis no
melhoramento genético da cultura

Flavio de Franca Souza

Introducéao

Nos Ultimos anos, tem-se observado o crescimento da participacao das cultivares sem
sementes (apirénicas), dentro do mercado de melancia. Essas cultivares diferem das
tradicionais por apresentarem sementes rudimentares, nao lignificadas, que sao facilmente
consumidas com a polpa do fruto.

As melancias sem sementes sao produzidas em plantas tripléides hibridas, cujas sementes sao
obtidos em frutos de plantas tetrapléides, quando polinizadas por plantas dipléides (Souza,
2000). A auséncia de sementes perfeitas nos frutos tripléides deve-se a formacao de évulos
invidveis em funcao de irregularidades meiéticas (Kihara, 1951).

As linhagens tetrapléides de melancia sdo geralmente obtidas através do tratamento de
sementes ou plantulas dipléides com colchicina. Nesse caso, as plantas tetrapldides sao
autofecundadas e suas progénies sdao submetidas a selecado e a sucessivos ciclos de
autofecundacao até que atinjam certo nivel de estabilidade (Souza, 2001).

Nas geracoes iniciais, o baixo indice de pegamento das polinizacdes realizadas e o baixo
numero de sementes obtidas em cada fruto sao fatores que péem em risco o éxito do
trabalho, uma vez que resultam em progénies constituidas de poucas plantas. Esse problema
pode ser contornado utilizando-se meios de propagacao vegetativa para promover o aumento
do numero de plantas e conseqlientemente do nimero de autofecundacdes realizadas.

Aspectos Botanicos da Melancieira

A melancia (Citrullis lanotus (Thumb.) Matsum. & Nakai) pertence a familia Cucurbitaceae, da qual
também fazem parte espécies como melao, abdbora, maxixe, pepino, e outras de menor importancia
comercial. E uma planta herbacea, anual, de caule sarmentoso com folhas geralmente lobadas. E uma
espécie alégama, porém bastante tolerante a endogamia. As plantas possuem flores simples de sexos
separados (mondica), podendo apresentar flores masculinas e hermafroditas (andromondica), ou
ainda os trés tipos de flor (ginandromondica). A polinizacao é realizada principalmente pelas abelhas.

Existem muitas evidéncias de que o centro de origem da melancia seja a Africa Tropical, onde tem
sido encontrada em estado selvagem nos dois lados do Equador, embora na india seja encontrada

grande variabilidade desta espécie (Whitaker & Davis, 1962). A variabilidade genética contida

nas sementes trazidas do continente africano pelos escravos, aliada ao processo de manejo da
cultura na agricultura tradicional da regido, tornou o Nordeste brasileiro um centro secundario

de diversificacdao da melancia (Romao, 1996).
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Propagacado Sexuada

A principal forma de propagacédo da cultura é através de sementes, inclusive nas cultivares
tripléides (sem sementes).

No caso das cultivares diploides, a propagacao sexuada tem atendido satisfatoriamente a
demanda por parte dos produtores, inclusive chegando até estes por um preco compativel
com os custos de producao. O mesmo nao ocorre com os gendtipos sem sementes. Nos
Estados Unidos, 1000 sementes de cultivares normais sdo vendidas ao preco de U$ 3,00.
Este preco pode variar de U$ 18,00 a 20,00, no caso de cultivares hibridas. No entanto,
1000 sementes de cultivares tripléides, podem custar de U$ 150,00 a 200,00 (Marr & Gast,
1991).

O elevado custo da semente é geralmente justificado em funcao da dificuldade de obtencéo e
manutencao das linhagens tetrapldides a partir de autofecundacdes, uma vez que elas
apresentam altos indices de auto-esterilidade e baixo nimero de sementes por fruto (Lower e
Johnson, 1969). Além disso, as sementes de plantas tetrapléides e tripléides apresentam
baixo percentual de germinacao (Maynard, 1989).

A baixa germinacao das sementes tetrapldides e tripldides encarece a producao dos hibridos
tripléides e diminui o interesse dos agricultores pela producdao de melancia sem sementes.
Outro problema relacionado a germinacao consiste na aderéncia da casca da semente aos
cotilédones, que resulta em distorcoes das plantulas, restringindo efetivamente o niamero de
plantas produtivas (Maynard, 1992).

A causa destes problemas ainda nado estd bem esclarecida (Yang e Sung, 1994). Muitos
estudos tém demonstrado que o fraco desenvolvimento do embrido de polipléides (Kihara,
1951; Nerson et al., 1985) e a espessa casca da semente (Maynard, 1959) sao os fatores
causais dos baixos niveis de germinacao em melancia polipléides. Yang e Sung (1994)
observaram que a reducao da germinacdo em temperaturas abaixo da ideal pode estar ligada
ao lento padrao de desenvolvimento das enzimas do ciclo do glioxilato, tais como a isocitrato
liase e a malato desidrogenase. Este estudo também revelou uma relacao inversa entre a
germinacao das sementes e o peso das sementes tripléides.

Algumas técnicas tém sido testadas para amenizar estes problemas. A imersdao das sementes
em agua e posterior secagem das mesmas, mostrou-se o método mais rapido e menos
dispendioso, para melhorar a germinacao de tetrapléides (Nerson et al., 1985). No caso dos
tripldides, tem sido sugerido que as sementes sejam plantadas com o "bico" voltado para
cima, formando um angulo de 45 a 90° com a horizontal. Este procedimento reduz a aderéncia
da casca das sementes aos cotilédones (Maynard, 1989).

Propagacdo Assexuada

Enxertia

A prética da enxertia em melancia é bastante comum na Europa, sobretudo na Espanha, nos cultivos
protegidos durante o periodo chuvoso. Nesse caso, a principal finalidade da enxertia é evitar o
ataque de patdgenos de solo, como o fungo Fusarium oxysporum e os nematoides. No entanto, as
plantas enxertadas geralmente apresentam maior precocidade, maior vigor, frutos maiores e
producao superior as plantas nao enxertadas (Simonov, 1974; Mijuskovic y Vucinic,1979).
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Os principais porta-enxertos utilizados consistem de variedades e hibridos da espécie
Lagenaria siceraria, comumente conhecida no Brasil como cabaca ou caxi. No entanto,
também tém sido realizados testes com as espécies Cucurbita pepo, C. maxima e C. ficifolia
(Marukawa, 1979), sendo que em Valéncia, Espanha, as plantas enxertadas sobre os hibridos
interespecificos de Cucurbita superaram significativamente aquelas enxertadas em Cucurbita
moschata, Lagenaria siceraria e Citrullus. Alguns casos de incompatibilidade entre melancia e
Cucurbita ficifolia e Cucurbita maxima foram relatados (Suzuki, 1972; Marukawa, 1979).

Os principais métodos de enxertia empregados em melancia sdo a encostia e a garfagem.
Outros métodos, como a enxertia de perfuracao lateral, a enxertia de cunha e a garfagem
lateral também sdo mencionados.

Para proceder a encostia deve-se fazer uma incisao longitudinal abaixo dos cotilédones nas
plantulas de melancia e do porta-enxerto, as quais serdao unidas nessa regiao e envolvidas com
fita apropriada. Os dois sistemas radiculares devem ser mantidos até que ocorra a cicatrizacao
do enxerto. As plantulas devem ser sombreadas para estimular o alongamento. Apds a
cicatrizacdo (cerca de 10 dias) serdo removidas a parte aérea do porta-enxerto e o caule e as
raizes da plantula de melancia (Chavagnat, 1972; Suzuki, 1972).

Na garfagem, a plantula de melancia a ser enxertada é seccionada a cerca de 1,5 cm abaixo
dos cotilédones e a extremidade do cauliculo é cortada em formato de cunha (bisel). O porta
enxerto é entao seccionado a altura dos cotilédones, entre os quais efetua-se um corte
longitudinal de 1,0cm a 1,5cm. A extremidade do enxerto é inserida na fenda do porta
enxerto e a regido é envolvida com fita apropriada (Suzuki, 1972).

Em vérios ensaios realizados, nao foram verificadas diferencas consideraveis entre os métodos
de enxertia, com relacao a producao de frutos e precocidade. No entanto, a encostia tem
demonstrado maior pegamento e menor exigéncia com relacdao ao controle da temperatura e
da umidade, sendo portanto mais flexivel. A garfagem tem a vantagem de nao exigir
manipulacao posterior, como o corte da base do enxerto e a decapitacao do porta-enxerto
(Miguel, 1993) .

Cultura de Tecidos

Tendo em vista os problemas apresentados pelos genétipos polipléides, relacionados a
fertilidade das plantas e a germinacdo das sementes, é notdrio que o emprego de um método
adequado de propagacao assexuada das plantas tetrapléides, que possibilite a obtencéo de
um grande ndmero de clones por vez, garantird o aumento proporcional de frutos e sementes,
assegurando assim a manutencao e a multiplicacdo das linhas, e conseqlientemente a reducao
do custo das sementes tripléides (Compton & Gray, 1992; Compton et al., 1993). Uma
alternativa seria a propagacao /in vitro das plantas tripldides, para comercializacao direta das
mudas junto aos produtores (Barnes, 1979). Uma outra vantagem do emprego da reproducao
assexuada na melancia seria a possibilidade de utilizar a macho esterilidade nas linhas
tetrapldides, para a producado de sementes tripléides, sem a necessidade de linhas
mantenedoras (Compton e Gray, 1992).

Por outro lado, a introducdo de novos caracteres em melancia através da manipulacao
genética é uma atividade potencial de grande valor, especialmente em se tratando de genes
gue conferem resisténcia a doencas e pragas (Dong & Jia, 1991). Todavia, o uso de técnicas
de cultura de células ou tecidos depende do desenvolvimento de um sistema eficiente de
regeneracao de plantas in vitro. Além disso, Compton & Gray (1994) asseguram que a
regeneracao também pode ser usada como um método eficiente de propagacao de plantas
tetrapléides, promovendo urna taxa minima de variacao somaclonal.



12

Técnicas de Propagacdo para Plantas de Melancia: ferramentas uteis no melhoramento genético da cultura

Micropropagacao

Alguns protocolos tém sido testados para micropropagacao de melancia, visando ao
estabelecimento de um processo eficiente de producdo em massa de mudas, sobretudo para os
gendtipos tetrapldides e tripldides. No caso das cultivares tripldides, as tentativas tém sido
prejudicadas pela baixa proliferacao de gemas e baixo desempenho das plantas com relacdo ao
enraizamento e a aclimatacado (Compton e Gray, 1992).

Barnes (1979), utilizou a cultivar dipldide Charleston Gray para testar uma metodologia de
micropropagacao que visava ao uso de gemas apicais de plantulas de melancia germinadas em meio
asséptico. Nessa ocasiao, as sementes foram imersas por uma noite em agua destilada e
desinfetadas superficialmente em peréxido de hidrogénio a 10 % por 15 min, lavadas trés vezes
com agua destilada estéril e germinadas no escuro a 30 °C, em placas de Petri esterilizadas. Quando
os cotilédones expulsaram a casca da semente, entre sete e dez dias, as plantulas foram
desinfetadas com Chlorox a 10 % por 10 mm e depois lavadas trés vezes com agua destilada
estéril. Os explantes foram preparados fazendo um corte transversal no hipocétilo, imediatamente
abaixo da insercao do cotilédone, removendo a radicula. Um dos cotilédones foi eliminado,
resultando em um explante facilmente manipuldvel, composto da gema apical (epicétilo 1-3 mm) e o
cotilédone remanescente. O explante foi colocado em 20 ml de meio basal L&S (Linsmaier e Skoog,
1965 apud Barnes, 1979) em vasos com capacidade para 125 ml. O meio foi suplementado com:
100 mg/l de mio-inositol; 100 mg/l de monofosfato de sédio; 30 mg/l de sacarose; cinetina e acido
indolacético, como especificado para cada estadio de propagacéao (Tabela 1). O pH foi ajustado para
5,5 com NaOH 1M antes da adicdo de 8 mg/l de agar. O meio foi autoclavado por 3 min para
dissolver o agar, despejado em baldes e depois autoclavado por 20 min a 1,05 kg/cm? e 125 °C.

Como resultado, Barnes (1979) percebeu que as gemas de plantulas (1-3 mm) com um cotilédone
produziriam uma média de 4,5 = 1,4 brotos axilares de tamanho suficiente para repicagem depois
de cinco semanas em cultura. Os estdgios adicionais de repicagem, usando gemas axilares e
apicais resultaram em uma média de 2,6 brotos axilares por explante depois de 35 dias.

Para aumentar o nimero de brotacdes obtidas, os niveis de cinetina e sacarose foram aumentados.
O nUimero maximo de gemas em 35 dias foi obtido com 9,29 umol/l de sacarose a 3 %. Em geral,
altos niveis de sacarose resultaram em um maior nimero de brotos curtos, enquanto, niveis mais
altos de sacarose resultaram num reduzido nimero de brotos longos. Barnes (1979) comenta que
em outros experimentos, os niveis de cinetina maiores que 25 ymol/l reduziram o nimero e o
comprimento de brotos axilares alongados, muitos dos quais foram deformados.

Tabela 1. Esquema simplificado para micropropagacao comercial de melancia.

Estadio
| li.n 1] 1]
Multiplicacao Multiplicacao Enraizamento e preparacdo Estabelecimento

inicial adicional para transferéncia do transplante
Explante EZ:lz.ZEiff!;anfm, S:i?a?: f:“%e:];) Gemas axilares (>15 mm) fljggur:f;)
Duracéo 5 semanas 5 semanas 3 semanas 3 semanas
Meio Nutriente e agar Nutriente e agar Sub.st.rato com s'olu.c;éo 1:1 peat e areia
(L&S) (L&S) nutritiva e vermiculita
Reguladores 4,4 umol/l de K 9,3 umol/l de K

11,5 umol/l de AIA Apenas endégenos

de crescimento 0,28 Imol/l de AIA 0,28 Imol/l de AIA

Cultura nao estéril
10.000 lux;

27 + 3°C (dia)
21 + 3°C (noite)

Cultura estéril
1000-2000 lux;
28 + 5°C

Cultura estéril
1000-2000 lux;
28 + 5°C

Cultura estéril
1000-2000 lux;
28 + 5°C

Condicoes
de cultura

Fonte: Barnes, 1979.
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Brotos maiores que 20 mm de comprimento foram induzidos ao enraizamento durante o
estadio Il em duas a trés semanas em meio L & S liquido com 11,5 umol/l de AlA, mas, sem
cinetina e agar. O uso de meio liquido com substrato de vermiculita para suporte e aeracao
dos brotos durante o estadio Il resultou em um sistema de enraizamento significantemente
superior (P<0,05), com melhor ramificacdo e pélos radiculares maiores do que quando
cultivados em &gar a 0,4-1,2 %. Além disso, houve menos danos as raizes quando retiradas
da vermiculita do que quando retiradas do dgar e também maior sobrevivéncia de explantes
quando transferidos para a mistura de peat + areia. O aumento da intensidade luminosa para
10.000 lux durante este estagio resultou em consideravel crescimento durante a cultura,
produzindo plantulas que puderam ser transferidas com sucesso para o estadio lll.

O estadio Ill, estabelecimento dos transplantes, envolveu a transferéncia de plantas vigorosas
e bem enraizadas para uma mistura de peat + areia, na proporcao de 1:1 (vlv). As tentativas
de manter a alta umidade usando mist intermitente resultou em baixa sobrevivéncia de
explantes. As plantas puderam ser estabelecidas com sucesso em casa de vegetacao através
do sombreamento parcial, cobrindo com um plastico claro para manter a alta umidade. Depois
de uma semana, as capas foram parcialmente levantadas e inclinadas permitindo a circulacao
do ar, e depois removidas por 5 a 6 h por dia. As capas foram completamente removidas
daquelas plantulas que se apresentavam vigorosas e sem sinais de murcha. Estes transplantes
precisaram de duas a trés semanas de crescimento antes de serem plantados no campo. Os
custos projetados foram estimados em U$ 0,16 por muda para um volume de 10000 mudas
por semana, incluindo as despesas com laboratério e equipamento, mao de obra e aluguel da
casa de vegetacao.

Helmle-Janosi et al. (1992), na Hungria, realizaram um experimento semelhante ao de Barnes,
utilizando a cultivar tripléide Erwyn (Takii Seeds, Japan). Neste caso, plantulas de 14 dias
foram sujeitas a uma esterilizacdo por 10 mm em hipoclorito de sédio a 10 % da formulacao
comercial. O meio utilizado consistiu de MS com macro (meia concentracao) e micro
elementos, suplementado com 100 mg/l de mio-inositol, 0,1 mgl/I de tiamina (HCI), 0,5 mg/I
de piridoxina (HCI), 30 g/I de sacarose e 7 g/l de 4gar, como também 0,1 mg/l de ANA e 1,0
a 7,5 mg/l de BAP. O pH foi ajustado para 5,7-5,8 com NaOH 5N ou HCI antes da
autoclavagem (por 18 min a 121 °C e 1,1 kg/cm?). As culturas foram incubadas em uma sala
de crescimento a 25-27 °C com 16/8 h de fotoperiodo. A fonte de luz utilizada foram
lampadas fluorescentes tubulares brancas provendo 2.500 lux ao nivel da cultura.

Os autores observaram que na auséncia de hormodnios, o crescimento dos brotos e a formacéao
das raizes foram mantidos. Além disso, o tamanho do explante exerceu um importante efeito
na proliferacdo de brotos. Os explantes maiores que 0,5 cm garantiram as melhores taxas de
proliferacdo no meio MS na presenca de 0.1 mg/l de ANA e 1,0 mg/l de BAP. Os explantes
menores que 0,5 cm apresentaram inclinacao a formacdo de calo, como também de brotos
curtos. O enraizamento foi realizado em meio MS com metade da concentracdo e na auséncia
de reguladores de crescimento, ou pelo uso de irradiagao indutiva.

Compton e Gray (1992) testaram dois métodos de micropropagacédo em plantas de melancia.
O primeiro, através de brotagcdes coletadas em plantulas germinadas in vitro e o segundo
utilizando explantes extraidos de plantas cultivadas em casa de vegetacao.

No primeiro caso, sementes de melancia tripléides (‘King of Hearts’, ‘Jack of Hearts’ e
‘CFREC 894’) e tetrapldides (‘SP90-1’, ‘SP90-2’ e ‘SP90-4’) foram desinfetadas
superficialmente por 30 mm em NaOCl a 2,5 % (com uma gota de detergente por 100 ml),
lavadas cinco vezes com agua destilada estéril e imersas por 5 h em agua destilada estéril. As
cascas das sementes foram removidas e os embrides foram desinfetados superficialmente por
20 mm em NaOCl a 1,25 % (com uma gota de detergente por 100 ml) e depois lavadas 6
vezes com agua destilada estéril. Os embrides (nove por vaso) foram inoculados em meio MS
modificado em vasos Margenta GA7 que continham 50 ml de meio. O pH foi ajustado antes da
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adicdo de agar e autoclavado a 121 °C e 98 kPa por 15 mm. Depois de 28 dias, explantes de
pontas de gemas de 1 cm de comprimento e pelo menos um né foram extraidos das plantulas
germinadas e inseridas verticalmente no meio de mesma composicao. Explantes (5 por vaso
GA7) foram subcultivados para meio fresco a cada quatro semanas durante trés meses. Todas
as culturas foram incubadas sob 16 h de fotoperiodo (30-50 Imol/m?s de lampadas
florescente brancas) a 25 °C.

No segundo caso, gemas de 2 cm de ‘Mickylee 4’ e ‘Dixielee-1" (tetrapléides regenerantes de
cultura de cotilédones de ‘Mickylee’ e ‘Dixielee’ dipldides) foram extraidas de plantas maduras
cultivadas em casa de vegetacao. Todas as folhas expandidas e botoes florais visiveis foram
removidos e as brotagdes (2 cm) foram desinfetadas superficialmente em NaOCl a 1,25 %
mais duas gotas de detergente por 5 mm, lavadas seis vezes com dgua destilada estéril e
secas ao ar em camara de fluxo laminar por 10 a 15 mm. Todos os botdes florais e folhas
remanescentes foram removidos sob a lupa. Gemas contendo o meristema apical e 1-2
primérdios foliares foram extraidas e cultivadas em MS modificado como descrito
anteriormente, mas com 1,7 pM de acido indolacético, 0,46 uM de cinetina e 0,29 uM de
acido giberélico (GAs). As gemas foram transferidas para meio contendo 1 pM de BAP apés
atingirem 1 cm de altura e subcultivados para meio de mesma composicdo a cada trés
semanas.

Brotacoes (5-30 mm) oriundas dos dois métodos foram extraidas de explantes proliferados.
Todas as folhas foram removidas antes de transferidas para o meio de enraizamento (MS
como descrito anteriormente, mas com 20 g/l de sacarose e 5 uM de AIB). Duas semanas
depois, as gemas enraizadas foram transplantadas em bandejas preenchidas com meio
autoclavado (1 ProMix: 1 vermiculita grossa), coberta com uma tampa clara de plastico e
incubadas em um fotoperiodo de 16 h (30-50 pmol/m?s) a 24 + 3 °C. Depois de uma semana
sob alta umidade, as plantas foram aclimatadas pela remocao gradual da tampa, durante cinco
dias. As plantas aclimatadas foram levadas a casa de vegetacao e trés semanas depois
transferidas para o solo. O nimero de plantas aclimatadas em condic6es ambientais foi
registrado depois de uma semana em casa de vegetacao.

O hibrido ‘Jack of Hearts’ apresentou a maior taxa de proliferacdo de gemas, enquanto o
‘CFREC 894’ apresentou a menor taxa. Observou-se também que a percentagem de
enraizamento foi diretamente inversa a taxa de brotacdao. Nao houve diferenca significativa na
taxa de brotacado entre os diferentes gendétipos ou fontes de explantes tetrapléides. Também
nenhum decréscimo significativo do nimero de gemas por explante foi observado durante trés
meses de cultivo. Também foi observado que as plantas tetrapléides micropropagadas in vitro
apresentaram igual desempenho quando comparadas com plantas propagadas por sementes,
no que diz respeito ao vigor das ramas e fertilidade.

Baseando-se nas taxas observadas no brotamento, enraizamento e percentagens de plantas
aclimatadas, Compton e Gray (1992) concluiram que seriam necessarios cerca de seis a oito
meses para micropropagar uma quantidade suficiente de individuos tetrapléides (cerca de
13.000) para a producao comercial de sementes tripléides (cerca de 60 kg) nos Estados
Unidos, ao custo de U$ 0,26 por planta tetrapléide aclimatada (comecando com 225
explantes). Isto reduziria o custo da semente tripléide, fazendo a producao de melancia sem
sementes uma atividade viavel.

Compton et al (1993) repetiram o método de micropropagacao através de explantes obtidos /in
vitro usando plantas dipléides e tetrapldides. Neste caso, conseguiu-se reduzir para 21 dias o
periodo para a primeira repicagem.
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Regeneracéo

Algumas tentativas de regeneracao de plantas de melancia tém sido feitas. Blackmon e
Reynolds (1982) tentaram induzir a formacado de gemas em explantes de folhas e/ou
cotilédones de melancia em dois meios. A cultivar usada exibiu baixissimos niveis de
diferenciacao a partir dos cotilédones.

Anghel e Rosu (1985) relataram que a formacédo de gemas ocorreu quando os cotilédones de
plantas dipléides e tetrapléides foram incubados em meio MS com 4,4 a 10,4 uM de BAP,
sozinho ou complementado com 0,1 a 0,45 yM de 2,4-D, ou 0,1 uM de AIA, ou 0,98 uM de
AIB. Porém, a percentagem de explantes com brotos e o nimero de brotos por explante nao
foram informados.

Srivastava et al. (1989) compararam respostas morfogenéticas em explantes de cotilédones e
hipocétilos da cultivar Melitopolski. As sementes foram assepticamente germinadas em meio
MS baésico. Para assegurar a uniformidade e acelerar a germinacéao, os frascos foram mantidos
no escuro por 72 h a 28 °C. As sementes germinadas foram transferidas para a saia de
crescimento sob 16 h de fotoperiodo. Depois de sete dias, quando as plantulas estavam
verdes, mas os cotilédones estavam parcialmente desenrolados eles foram utilizados. Os
explantes foram preparados assepticamente removendo a plantula e cortando discos (d = b
mm) ou secdes alongadas do hipocétilo (0,5-1,0 cm). Estes explantes formaram calos no meio
usado e brotos ou gemas puderam ser produzidos apenas a partir de explantes cotiledonares
apds a formacao de calo em meio suplementado com 4,5 yM de BAP.

Dong e Jia (1991) usaram, com sucesso, um sistema de regeneracado de plantas em oito
cultivares de melancia, que consiste basicamente de trés fases: a inducao direta de brotacoes,
alongamento de brotos e enraizamento. Neste método, as sementes sao descascadas e o
embrido é desinfetado superficialmente com solucao de hipoclorito de sédio 0,5 % por 30 mm
e lavado trés vezes em agua destilada estéril. Os embriGes sdo colocados em meio MS, com
metade da concentracado (meio 1), para germinacao e deixados sob fotoperiodo de 8/16 horas
com luminosidade de 55-65 #E/m?s e temperatura de 27 + 1 °C. Os cotilédones de plantulas
de cinco dias de idade sao cortados e colocados em meio MS suplementado com 5,0 mg/l de
BAP e 0,5 mg/ de AIA (meio 2) para inducao de brotos. Depois de duas semanas neste meio,
os explantes com multiplas gemas sao repicados e colocados em meio MS contendo 0,2 mg/I
de cinetina (meio 3) para alongamento dos brotos. Os brotos longos sdo cortados e
inoculados em meio MS contendo 0,1 mg/l de ANA para enraizamento. Todos os meios
continham 3 % (p/v) de sacarose e 0,85 % (p/v) de agar. O pH foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem.

No meio 1, os cotilédones aumentaram de tamanho durante os primeiros meses de cultura.
Muiltiplas brotagcdes foram diferenciadas sem a formacao de calo apds 10 dias. As gemas
originaram-se do tecido ao redor da regiao vascular no lado ferido do cotilédone.

Compton & Gray (1993) relataram sobre a organogénese e regeneracao de plantas dipldides,
tripléides e tetrapldéides de melancia, a partir de explantes de cotilédone. Nesta experiéncia, as
sementes foram desinfetadas superficialmente com hipoclorito de sédio 2,5 % por 30 mm e
lavadas cinco vezes com agua destilada estéril. Os embrides foram extraidos e desinfetados
com hipoclorito de sddio 0,75 % por 10 mm e depois lavados seis vezes. Os embrides foram
colocados em meio MS suplementado com 20 g/l de sacarose, 100 mg/l de mio-inositol, 2 mg
de glicina, 0,5 mg de piridoxina, 0,5 mg de &cido nicotinico e 0,1 mg de tiamina. O pH foi
ajustado para 5,7 antes da adicao de 7 g/l de a4gar e da autoclavagem.
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Foram utilizados explantes de cotilédones retirados de plantulas de cinco dias. As margens
dos cotilédones eram descartadas e os explantes foram cultivados com a regiao abaxial em
contato com o meio contendo concentracoes testes de reguladores de crescimento durante
seis meses sob 16 h de fotoperiodo (30 a 50 umol/m?s) e 25 °C. Os explantes foram
repicados a cada trés semanas e colocados em meio com a mesma composicao

Com relacédo a organogénese, a habilidade de explantes cotiledonares dos trés gendtipos para
formar brotos, depende da presenca de BAP no meio, mas sua concentracao nao foi critica
para alterar a percentagem de explantes com gemas e o nimero de gemas por explante.
Porém, o hibrido tripléide ‘SP90-1" sé formou gemas quando cultivado em meio com 20 Imol
de BAP. A adicao de AlA ao meio, inibiu drasticamente a organogénese nos genétipos
testados.

A formacao de gemas foi melhor entre os explantes preparados a partir da regidao basal do
cotilédone ou de cotilédones cortados longitudinalmente. No caso destes ultimos, observou-se
gue as brotacdes surgem apenas da regido basal.

A percentagem de explantes oriundos de plantulas de cinco dias que formaram brotos foi
superior aquela dos explantes de plantulas de 10, 20 dias e embrides ndo germinados. Além
disso, o numero de brotos por explante, também foi superior nos primeiros. Os autores
comentam ainda que folhas de 21 dias falharam em regenerar brotos e que embora as células
sejam competentes para formar brotos em qualquer idade, nos genétipos testados as células
tornaram-se competentes entre cinco e 10 dias apds a germinacao.

A percentagem de explantes com brotos e o nUmero de brotos por explante foram mais
elevados quando o meio foi suplementado com BAP (5 a 10 uM), em comparacdo com o uso
de cinetina (20 yM) e thidiazuron (0,1 uM). Muitos dos brotos formados em meio com altas
concentracoes de BAP ou TDZ apresentaram anormalidades e/ou vitrificaram. Os brotos
incubados em cinetina eram alongados e facilmente manipulaveis, porém houve prejuizo na
formacao de gemas.

Os resultados apresentados por estes autores diferem daqueles apresentados por Dong & Jia
(1991) com relacdo a composicao do meio em termos das quantidades de BAP e AlA. Estas
diferencas podem ser devidas aos diferentes genétipos utilizados.

Compton & Gray (1994) realizaram um experimento semelhante ao descrito anteriormente,
usando apenas gendtipos tetrapldides. Procedeu-se de forma semelhante para a desinfestacao
dos explantes, porém os embrides foram tratados com hipoclorito de sédio a 1,25 % por 20
mm e germinados em meio da mesma composicao descrita por Comptom & Gray (1993). As
varidveis analisadas foram a idade das plantas para retirada do explante (2 a 10 dias apds a
germinacao) e o gendtipo. Depois de quatro semanas no meio para alongamento, os brotos
maiores que 5 mm foram cortados e colocados em meio MS para enraizamento contendo 20
glide sacarose e 1 uM de AIB por trés semanas.

Foi observado que os gendtipos testados e a idade do material usado para a preparacao dos
explantes interagem significativamente para a percentagem de explantes que produziram
explantes. Em geral, a maioria dos explantes organogénicos foram aqueles obtidos em plantas
de 2 a 4 dias de idade germinadas /n vitro. Porém, a idade 6tima pode variar em um a dois
dias para cada gendtipo. Este resultado difere daquele obtido com genétipos dipléides, que
sugere que plantulas de 5 a 7 dias sdo mais responsivas (Srivastava et al., 1989; Dong & Jia,
1991, Compton & Gray, 1993).
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