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Estabelecimento in vitro de anteras de meloeiro
amarelo hibrido Goldex

Frederico Inacio Costa de Oliveira’
Alexya Vitoria Felix Carvalho?

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

Resumo - A obtengdo de linhagens homozigotas é um desafio nos
programas de melhoramento de meloeiro. A androgénese in vitro apresenta-
se como alternativa para produgao de linhagens haploides e di-haploides.
Objetivou-se definir o estagio de desenvolvimento da flor masculina e o
procedimento de desinfestagdo mais adequados para estabelecimento
in vitro de anteras de meloeiro amarelo hibrido Goldex. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, esquema fatorial 2 x 4, dois
estagios de desenvolvimento da flor masculina (pré-antese e antese) e quatro
procedimentos de desinfestagao: I. etanol 70% (1 minuto) + hipoclorito de
sédio (NaClO) com 0,1% de cloro ativo — ca (7,5 minutos); Il. etanol 70% (dois
minutos) + NaClO com 0,2% de ca (7,5 minutos); Ill. etanol 70% (3 minutos) +
NaClO com 0,3% de ca (7,5 minutos); e IV. etanol 70% (4 minutos) + NaClO
com 0,4% de ca (7,5 minutos). Aos 30 dias, foram avaliados percentuais
de oxidagdo e contaminagdo. Nao foi constatada oxidagdo nas anteras.
Anteras em pré-antese apresentaram menor percentual de contaminagao,
independentemente do tratamento de desinfestacéo, e ndo desprendimento
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dos graos de polen. O protocolo de desinfestagdo | € o mais recomendado
para estabelecimento in vitro de anteras obtidas de flores masculinas em
estagio de pré-antese do meloeiro hibrido amarelo Goldex.

Termos para indexagdo: Cucumis melo L., desinfestacao, cultura de tecidos
vegetais, contaminagéo.
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In vitro establishment of anthers of melon
amarelo hibrido Goldex

Abstract - The development of homozygous lines is a challenge to melon
breeding programs. In vitro androgenesis is seen as an alternative to produce
haploid and di-haploid lines. The aim of this study was to define the most
appropriate stage of male flower development and disinfestation procedure
for in vitro establishment of anthers of melon amarelo hibrido Goldex. The
experimental design was completely randomized, in a 2 x 4 factorial scheme,
two stages of anther development (pre-anthesis and anthesis) and four
disinfestation procedures: I. 70% ethanol (1 minute) + sodium hypochlorite
(NaClO) with 0.1% active chlorine — ac (7.5 minutes); Il. 70% ethanol
(2 minutes) + NaClO with 0.2% ac (7.5 minutes); Ill. 70% ethanol (3 minutes)
+ NaClO with 0.3% ac (7.5 minutes); and IV. 70% ethanol (4 minutes) +
NaClO with 0.4% ac (7.5 minutes). After 30 days, the percentage of anther’s
contamination and oxidation was evaluated. No oxidation was found in the
anthers. Anthers in the pre-anthesis stage showed a lower percentage of
contamination, regardless of the treatment applied, and the non-detachment
of pollen grains. Disinfestation protocol | is the most recommended for the in
vitro cultivation of anthers from male flower in the pre-anthesis stage of the
melon amarelo hibrido Goldex.

Index terms: Cucumis melo L., disinfestation, plant tissue culture,
contamination.
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Introducao

A familia Cucurbitaceae inclui diversas espécies de grande valor
econdmico, dentre elas o meloeiro (Cucumis melo L.). O meldo & uma
hortalica de expressiva relevancia mundial, atingindo, em 2020, uma produgao
aproximada de 28,5 milhdes de toneladas em mais de 1,07 milh&do de hectares
colhidos (FAO, 2021). No Brasil, neste mesmo ano, foram colhidas mais de
614 mil toneladas em cerca de 24 mil hectares, representando apenas 2,2%
da produg¢do mundial (FAO, 2021). Em relagédo ao ano de 2019, a produgao
brasileira de melédo cresceu 4,1%. A regidao Nordeste € a maior produtora,
contribuindo com mais de 95% da produgao nacional, com destaque dos
estados do Ceara e Rio Grande do Norte, responsaveis por 73% do percentual
regional da produgao (IBGE, 2022). Além desses dois estados, outros como
Bahia, na regido do Vale do S&o Francisco, e Pernambuco apresentam
cultivos comerciais expressivos de meloeiro (Canal do Horticultor, 2021).

Os tipos de meldo mais plantados no Brasil sdo o Amarelo, Cantaloupe,
Pele de Sapo, Orange, entre outros com menor demanda (Canal do Horticultor,
2021). Cultivares comerciais de meloeiro sdo, em sua maioria, hibridos F1,
devido a uniformidade, ao alto rendimento e a protecdo da propriedade
intelectual (Nguyen et al., 2022). Esses hibridos s&o obtidos a partir do
cruzamento entre parentais com alto grau de homozigose, isto &, linhagens
puras, cujo valor é inestimavel para programas de melhoramento genético
(Dong et al.,, 2016). Entretanto, por meio das técnicas convencionais, a
obtencao de linhagens puras requer tempo e recursos significativos, devido as
rodadas sucessivas de autofecundacéo e de retrocruzamentos (Yashiro et al.,
2002). De acordo com Oliveira (2018), em locais onde a cultura do meloeiro
s6 avanga um ciclo por ano, a obtencao de linhagens puras pode necessitar
de mais de 10 anos.

Segundo Dong et al. (2016), especificamente para cucurbitaceas, tém sido
empregadas trés diferentes técnicas para a obtencdo de plantas haploides
(Hs) e di-haploides (DHs): partenogénese in situ (induzida principalmente
pela polinizagdo com pélen irradiado), ginogénese in vitro (por meio do cultivo
in vitro de évulos e ovarios) e androgénese in vitro (por meio do cultivo in
vitro de micrésporos e anteras). Entretanto, as técnicas mais estudadas e
empregadas para obtencao de linhagens DHs tém sido a ginogénese e o0 uso
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de pdlen irradiado, nas quais mais progressos tém sido obtidos (Asadi et al.,
2018). Todavia, esses autores enfatizam que, além dessas abordagens serem
tecnicamente desafiadoras, possuem a limitagdo do reduzido numero de
ovulos presentes em uma unica flor feminina, em comparagdo com o numero
expressivamente maior de microsporos nas anteras de uma flor masculina.
De acordo com Ahmadi e Ebrahimzadeh (2020), a androgénese tornou-se
ultimamente o método mais frequentemente empregado na producao de DHs
nas principais culturas de importancia econémica. Teoricamente, as mudas
derivadas de microsporos cultivados in vitro possuem metade do numero
normal de cromossomos das plantas doadoras e, portanto, sdo consideradas
haploides.

A androgénese pode ser efetuada por meio de trés métodos principais:
cultivo das anteras, cultivo dos micrésporos isolados e cultivo dos
microsporos em camadas (Niazian; Shariatpanahi, 2020). Neste ultimo, os
micrésporos nao sao liberados das anteras mecanicamente, e sim apds o
desenvolvimento inicial das anteras em meio de cultivo em camada dupla.
Entre estes, o cultivo in vitro de anteras imaturas, contendo os microsporos,
€ o método mais simples de indugdo de plantas Hs pela via da androgénese
(Niazian; Shariatpanahi, 2020). Varios fatores afetam a eficiéncia do método,
incluindo gendtipo e condigdes de cultivo da planta doadora, estagio de
desenvolvimento do micrésporo, meio de cultivo, tipo e concentragdo de
reguladores de crescimento, fonte e intensidade de estresse, entre outros
(Wang et al., 2018).

A selecao das flores contendo micrésporos no estagio de desenvolvimento
apropriado também é muito importante para o estabelecimento do cultivo in
vitro de anteras (Niazian; Shariatpanahi, 2020), uma vez que esta relacionada
com o estagio de desenvolvimento das anteras.

O cultivo in vitro de anteras de meloeiro se resume a dois estudos,
nos quais os explantes utilizados apresentavam-se no estagio de micro e
macroesporos (Dryanovska; lleva, 1983; Dryanovska, 1985). Ainda em
meloeiro, Nguyen et al. (2022) estudaram a correlagéo entre as caracteristicas
morfoldgicas do botéo floral e da antera com os estagios de desenvolvimento
dos micrésporos. Esses autores concluiram que o comprimento e o didmetro
do botéo floral sdo caracteristicas que permitem selecionar micrésporos em
estagio mais adequado para o cultivo in vitro da antera.
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Em cucurbitaceas, os estagios de desenvolvimento dos micrésporos
mais utilizados para o cultivo in vitro de anteras sdo os de uninuclear de
médio (mediano) a tardio em abdbora (Araghi et al., 2017; Habiba, 2016,
Kurtar et al., 2016), melao-de-sdo-caetano (Tang et al., 2012; Usman et al.,
2015) e pepino (Abdollahl et al., 2016; Asadi et al., 2018; Hamidvand et al.,
2013). Em melancia, botdes florais coletados um dia antes da antese, nas
primeiras horas da manha, foram os mais adequados (Akbas; Solmaz, 2019;
Silva et al., 2021).

Além da selegdo dos botdes florais, considerando-se que sdo geralmente
coletados de plantas mantidas na casa de vegetagdo, a desinfestagéo,
ou seja, a remogao de contaminantes existentes na superficie do préprio
explante é um passo indispensavel na cultura in vitro (Cid; Teixeira, 2010),
pois os niveis de contaminagéo tendem a ser maiores (Navroski, 2011).

O processo de desinfestagéo, primeira etapa para o estabelecimento in
vitro de uma cultura, deve ser feito em camara de fluxo laminar, em condicdes
assépticas, o que nem sempre impede que contaminagdes ocorram
(Souza et al., 2006).

A desinfestagdo dos explantes é frequentemente realizada por meio
de alvejantes comerciais a base de cloro, embora diferentes substancias
possam ser utilizadas para essa finalidade. O teor de cloro ativo desses
alvejantes varia de 2,0% a 2,5% e, geralmente, sua fonte € o hipoclorito de
sédio (NaClO), sem especificar sua concentracdo, o que é uma limitacao
(Cid; Teixeira, 2010).

Nos dois estudos com o estabelecimento e cultivo in vitro de antera de
meloeiro (Dryanovska; lleva, 1983; Dryanovska, 1985), ndo sdo mencionados
os protocolos de desinfestacao dos botbes florais. Procedimentos com essa
finalidade tém sido relatados para outras cucurbitaceas, embora apresentem
diferengas entre os produtos, as concentracdes e os tempos de exposi¢cao
utilizados.

Em abdbora, a desinfestagdo de botdes florais masculinos das variedades
Eskandrani, Baladi, Zucchini e Milittle, e de seus respectivos hibridos F1, foi
efetuada por meio da imersdo em solucao de bicloreto de mercurio (Hg,Cl)
a 1% contendo a adi¢cdo de duas gotas de Tween 20 durante 10 minutos,
e posteriormente do enxague em agua destilada autoclavada, trés vezes



10 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 245

consecutivas (Habiba, 2016). Botbes florais de seis linhagens coletadas na
costa do Mar Negro, na Turquia, foram imersos em etanol 70% durante dois
minutos e depois agitados suavemente em solugdo de NaClO comercial
a 10% (v/v) contendo de duas a trés gotas de Tween 20 durante 15
minutos. Posteriormente, foram enxaguados trés vezes em agua destilada
autoclavada, por 5 minutos cada enxague, e colocados sobre papel de filtro
autoclavado para retirar o excesso de agua presente na superficie dos botdes
(Kurtar et al., 2016).

Em melancia, a desinfestagdo dos botdes florais masculinos das cultivares
Charleston Gray e Crimson Sweet foi realizada por meio da imersao em etanol
70% durante dois minutos, em seguida em solugdo de NaClO a 1,5% por
15 minutos e enxaguados trés vezes em agua autoclavada (Abdollahi et al.,
2016). Entretanto, os botdes florais masculinos das linhagens Smile e Sugar
Baby foram desinfestados em etanol 70% por um minuto, seguida de imerséo
em solugdo de 20% de NaClO (v/v) por 15 minutos e lavados trés vezes em
agua destilada autoclavada (Silva et al., 2021). Os botdes florais masculinos
de varios gendtipos de melancia foram imersos em etanol 70% durante dois
minutos e depois lavados de trés a quatro vezes com agua autoclavada,
sendo posteriormente mantidos por 15 minutos em solucao de NaCIlO a 15%
contendo de uma a duas gotas de Tween 20, e finalmente enxaguados de
trés a quatro vezes em agua autoclavada (Akiba; Solmaz, 2019).

Em meldo-de-sao-caetano, os botdes florais das cultivares Lvcui, Cuifei e
Bixiu foram imersos inicialmente em etanol 75% (v/v) durante 30 segundos,
a seguir em solucdo de cloreto de mercurio a 0,1% (w/v) sob agitagao
constante durante cinco minutos e lavados em agua destilada autoclavada
por cinco vezes (Tang et al., 2012); na cultivar Faisalabad, os botées florais
foram desinfestados em etanol 70% (v/v) contendo de uma a duas gotas de
Tween, durante de dois a trés minutos, e enxaguados de duas a trés vezes
em agua autoclavada. Na sequéncia, foram imersos em NaClO a 5% (v/v)
durante cinco minutos e novamente enxaguados em agua autoclavada trés
vezes (Usman et al., 2015).

Em pepino, os botdes florais das cultivares Beta Alfa e Esfahani foram
imersos em etanol 70% durante dois minutos, depois em uma solugdo de
NaClO a 1,5% durante 15 minutos e, posteriormente, em varios enxagues em
aguadestilada autoclavada (Hamidvand etal., 2013). Botdes florais masculinos
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das cultivares Beta Alpha, Isfahani, Basmenj e Korki foram desinfestados
em solucdo de etanol 70% (v/v) durante um minuto, seguido da imersao em
solugéo de NaClO 2,5% (v/v) durante cinco minutos (Abdollahi et al., 2016).
Botbes florais do hibrido F1 Beta Alpha e Estafahi foram desinfestados com
etanol 70% durante 30 segundos e em solu¢cao de NaClO na concentracao
de 4g/L por cinco minutos, e enxaguados trés vezes em agua autoclavada
(Asadi et al., 2018). Botdes florais masculinos das cultivares DTG, BT1 e BT2
foram imersos em solugdo de etanol 70% durante um minuto e depois em
solugdo NaClO 1% durante quatro minutos e, por ultimo, enxaguados trés
vezes em agua destila autoclavada (Amiran et al., 2019).

Além da contaminacao, outro fator importante que resulta na perda das
culturas in vitro é o processo de oxidagao. Oxidagao, em cultura de tecidos,
pode ser definida como o escurecimento de tecidos cortados que resulta da
reagdo de compostos fendlicos liberados ao meio de cultivo com o oxigénio
(Carvalho et al., 2011). Segundo Cid e Teixeira (2010), o corte do explante
com bisturi pode desencadear a oxidagao fendlica, responsavel pela cor
marrom do explante.

Nos trabalhos citados anteriormente com a cultura de tecidos de anteras de
cucurbitaceas (meléo, abdbora, melancia, meldo-de-séo-caetano e pepino),
nao sao relatados os percentuais de contaminagédo e oxidagdo observados
nas culturas.

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo definir o estagio de
desenvolvimento e o procedimento de desinfestacdo da flor masculina mais
adequados para o estabelecimento in vitro da cultura de antera de meloeiro
amarelo hibrido Goldex.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.

Sementes de meloeiro amarelo hibrido Goldex foram semeadas em
bandejas de 200 células contendo substrato comercial e pd de coco seco
na propor¢gdo de 1:1. Dez dias apdés a semeadura, as plantulas foram
transplantadas para vasos com capacidade de cinco litros contendo areia.
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Plantas com aproximadamente quatro semanas, depois do transplantio para os
vasos, foram utilizadas como fontes de explantes. Flores masculinas em dois
estagios de desenvolvimento, pré-antese (Figura 1A) e antese (Figura 1B),
foram coletadas no periodo da manha, de acordo com a metodologia
recomendada por Habiba (2016). Dessas flores, foram excisadas as anteras
como fonte de explantes. Apds a retirada da corola, verificou-se que na flor
masculina em pré-antese as anteras ainda estavam fechadas, mantendo os
gréaos de polen na parte interior (Figura 1C), enquanto que na flor masculina
em antese as anteras ja se encontravam abertas, com os graos de podlen
expostos (Figura 1D).

Figura 1. Flor masculina de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido
Goldex. Estadio de pré-antese (A); estadio de antese (B); detalhe das anteras ainda
fechadas na flor em pré-antese (C); e anteras abertas, expondo os gréos de pélen (D).
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A desinfestacdo das flores masculinas nos dois estadios de desenvolvi-
mento foi realizada sob condi¢cdes de capela de fluxo laminar, sendo as ante-
ras retiradas com o auxilio de pinga e bisturis estéreis.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (2 x 4), constituido de dois estadios de desenvolvimento da flor
masculina (flores em pré-antese e flores em antese) e quatro procedimentos
de desinfestacgéo: I. etanol 70% (1 minuto) + hipoclorito de sddio (NaClO) com
0,1% de cloro ativo — ca (7,5 minutos); Il. etanol 70% (2 minutos) + NaClO
com 0,2% de ca (7,5 minutos); lll. etanol 70% (3 minutos) + NaClO com 0,3%
de ca (7,5 minutos); e IV. etanol 70% (4 minutos) + NaCIO com 0,4% de
ca (7,5 minutos). A desifestagao foi finalizada com trés enxagues com agua
destilada e autoclavada, com duragcdo de um minuto cada. No total, foram
oito tratamentos em seis repeticdes, sendo cada repetigdo formada por cinco
tubos de ensaio contendo um explante cada (antera).

O meiode cultivo utilizado foio MS (Murashige; Skoog, 1962), suplementado
com 30 g L' de sacarose e solidificado com agar a 6,5 g L', sem a adi¢do de
fitorreguladores. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que foi
realizada a 121 °C, por 15 minutos. Em capela de fluxo laminar, os explantes
(anteras) foram introduzidos, apés a desinfestagdo das flores masculinas, em
tubos de ensaio (25 mm x 150 mm), contendo 10,0 mL de meio de cultivo e
apenas um explante (uma antera) por tubo de ensaio.

As culturas inicialmente foram mantidas em sala de crescimento, a
25 °C £ 1 °C, no escuro, durante sete dias, sendo posteriormente submetidas
a intensidade luminosa proxima de 30 umolm=2s™, sob fotoperiodo de 16
horas de luz por 21 dias.

Aos 30 dias apos a inoculagao in vitro, as anteras foram avaliadas em
relagdo a oxidagéo e contaminacao. As anteras foram consideradas oxidadas
quando apresentavam um amarelecimento inicial seguido de escurecimento
na superficie do tecido, com posterior possibilidade de morte do explante.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade para posterior analise
de variancia e, quando nao foi possivel ajuste por meio da transformagao
Box e Cox (1964), foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-
-Wallis, sendo as médias comparadas pelo teste de Bonferroni ao nivel de
significancia de 5%.
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Resultados e Discussao

Os procedimentos de desinfestagdo, o estadio de desenvolvimento da
flor masculina e a interagdo entre esses fatores foram significativos para a
contaminagao das anteras, aos 30 dias de cultivo in vitro (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de contaminagédo de anteras obtidas de flores masculinas em
antese e pré-antese de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido
Goldex, em fungéo de quatro procedimentos de desinfestagéo, aos 30 dias de cultivo
in vitro.

Procedimento de desinfestagao(

Estadio das

s I n Iv
Antese 53,3 bB® 36,7 bB 10,0 aA 0,0 aA 25,0
Pré-antese 3,3aA 6,7 aA 3,3aA 0,0 aA 3,3
Média 28,3 217 6,7 0,00 14,17

(™ Procedimentos de desinfestag&o: |. etanol 70% (1 minuto) + hipoclorito de sédio (NaClO) com 0,1% de cloro
ativo - ca; Il. etanol 70% (2 minutos) + NaClO com 0,2% de ca; Ill. etanol 70% (3 minutos) + NaClO com 0,3%
de ca; e IV. etanol 70% (4 minutos) + NaCIO com 0,4% de ca. Todos os procedimentos foram seguidos por trés
enxagues, por um minuto cada, em agua destilada autoclavada.

@ Médias seguidas de mesma letra maiuscula, na coluna, e mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0.05).

Os procedimentos de desinfestacdo | e Il foram mais eficientes em
anteras excisadas das flores masculinas em pré-antese. Os tratamentos |l
e |V induziram menor contaminagdo em ambos os explantes, ndo sendo
verificada contaminagéo nas anteras submetidas ao tratamento contendo a
maior concentragao de cloro ativo € 0 maior tempo de exposigéao aos produtos
(IV), independentemente do estagio da flor no qual foram coletadas.

As anteras oriundas de flores masculinas em estagio de pré-antese, além
de apresentarem menor percentual de contaminagéo (3,3%) do que as em
antese (25%), néo registraram diferenca significativa entre os tratamentos de
desinfestagdo. Nas flores em antese, os tratamentos de desinfestacdo com
NaClO em concentragbes mais elevadas e com maiores intervalos de tempo
de imersao em etanol (lll e V) resultaram em redugao significativa dos niveis
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de contaminagdo das anteras (Tabela 1). Na pratica, espera-se que haja
reducdo da porcentagem de contaminagdo com o aumento da concentragao
de cloro ativo na solugéo desinfetante e provavelmente também com o maior
tempo de exposicdo dos explantes ao etanol 70%. A maior concentragéo de
NaClO e a prolongada exposi¢do ao etanol 70% foram capazes de reduzir os
percentuais de contaminantes nas anteras excisadas das flores masculinas
em antese. Reis (2018) ressalta que a alta taxa de contaminagdo nos
explantes pode estar relacionada a concentragdo de NaClO e ao tempo de
exposicao dos explantes a esse produto.

Apesar da contaminacéo ser um fator limitante na cultura de tecidos de
plantas, os percentuais de explantes contaminados ndo s&o mencionados
em trabalhos publicados com a cultura in vitro de antera de cucurbitaceas,
impossibilitando a discusséo dos resultados obtidos com os estudos citados
anteriormente.

Comparando-se os diferentes estagios das flores masculinas, houve
diferenga apenas nos procedimentos de desinfestacao | e Il, com menores
indices de contaminagao nas anteras oriundas de flores masculinas em pré-
-antese. Esse comportamento era previsto, uma vez que, nas flores em pré-
-antese, as anteras ficam mais protegidas pela corola e menos expostas aos
agentes contaminantes do ambiente (Figura 1A). Por outro lado, nas flores
masculinas em antese, as anteras ficam mais expostas pela corola e em
maior contato com o meio externo (Figura 1B).

N&o houve registro de oxidacao nas anteras aos 30 dias de cultivo in vitro.
No entanto, até mesmo nas flores masculinas em antese, apesar das anteras
ficarem mais expostas ao agente desinfestante (NaClO) ndo houve registro
de oxidagao.

As anteras sao expansdes dilatadas do estame, constituidas por duas
tecas, cada uma com dois sacos polinicos ou microsporangios, onde sao
produzidos os graos de polen (Kaltchuk-Santos; Badonese-Zanettini, 2002),
sendo que as flores masculinas, em meloeiro, apresentam cinco estames
(Delaplane; Mayer, 2000). Nas flores masculinas em antese, constatou-se
que os graos de polen se desprenderam das anteras apos o processo de
desinfestacao (Figura 2B). Desse modo, conclui-se que as anteras oriundas
de flores masculinas em estagio de pré-antese séo as mais adequadas,
tendo em vista que, mesmo apods a desinfestagéo, os graos de pdlen ainda
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permaneciam aderidos as anteras (Figura 2A). Além da menor aderéncia dos
graos de pdlen as anteras nas flores masculinas em antese, os graos de polen
perdem a viabilidade apds 7 horas da antese, demonstrando a importancia da
coleta do pdlen no periodo da manha (Abreu et al., 2008).

Figura 2. Anteras de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex
oriundas de flores masculinas em antese. Antes da desinfestagdo, com os gréos de
polen aderidos a teca (A); e apos o procedimento de desinfestagdo, sem a presencga
dos graos de polen (B).

Em relacdo a desinfestagéo, o protocolo | € o mais recomendado para
anteras em estagio de pré-antese, tendo em vista o baixo percentual de
contaminagao obtido, mesmo na menor concentragéo da solugdo de NaClO
€ no menor tempo de exposigcédo das anteras.

Além da contaminacdo, deve-se também ponderar a possibilidade de
remocao dos graos de pdlen apds o procedimento de desinfestacdo, pois
sdo os graos de pdlen que irdo dar origem in vitro as culturas haploides.
Assim, as flores em estagio de antese, apds o processo de desinfestagio,
apresentaram-se inadequadas como fontes de explante, pois grande parte
dos graos de pdlen ja foi desprendida das anteras.
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Conclusoes

Para o estabelecimento da cultura in vitro de anteras de meloeiro devem
ser utilizadas flores masculinas em pré-antese.

As flores masculinas em pré-antese devem ser desinfestadas com etanol
70% durante 1 minuto, seguido de imersdo em solu¢cdo de NaClO a 0,1%
de cloro ativo durante 7,5 minutos e trés enxagues com agua destilada e
autoclavada.
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