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Resumo - A cultura do meloeiro tem grande importancia socioeconémica,
especialmente no Nordeste. Nos programas de melhoramento genético de
meloeiro, que dependem da utilizacdo de técnicas biotecnoldgicas, € indis-
pensavel o desenvolvimento de métodos eficientes de regeneragao in vitro
de plantas. Objetivou-se estudar o efeito de auxinas e citocininas, isoladas e
combinadas adicionadas ao meio MS, na inducgao de calos, em segmentos
apicais de gavinhas de meloeiro amarelo hibrido Goldex. Dois experimentos
foram conduzidos, em delineamento inteiramente casualizado, com 25 repe-
ticdes por tratamento. No primeiro experimento, em esquema fatorial 3 x 3,
os tratamentos foram gerados pelas concentragdes de 6-furfurilaminopurina
— CIN (0; 3 e 6 mg L") e acido indolacético — AlA (0; 3 e 6 mg L), adiciona-
das ao meio de cultivo MS. No segundo experimento, foram testados seis
tratamentos: MS sem regulador de crescimento; MS + 0,20 mg L' de 6-ben-
zilaminopurina (BAP); MS + 0,20 mg L' de acido naftalenoacético (ANA);
MS + 0,45 mg L' de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); MS + 0,20 mg L™’
de BAP + 0,20 mg L' de ANA; e MS + 0,20 mg L' de BAP + 0,45 mg L' de
2,4-D. Aos 60 dias apds a inoculagcado dos explantes, foram avaliadas a por-
centagem de indugéo, a intensidade de oxidagéo, a coloragéo, a textura, a
area e a massa fresca dos calos, bem como a correlagédo entre essas duas
ultimas caracteristicas. As auxinas (AIA, ANA e 2,4-D) e as citocininas (CIN
e BAP) induzem calogénese em maior area em gavinhas, em especial em
combinagéo, sendo a mais adequada 0,20 mg L' de BAP + 0, 20 mg L' de
ANA. Nesta combinagéo, os calos apresentaram coloragéo verde, textura
friavel e baixa oxidagao. Constatou-se forte correlagdo entre massa fresca e
area dos calos formados nas gavinhas. Este estudo contempla o primeiro re-
lato do estabelecimento de um protocolo de inducéo de calos em explantes
de gavinha em meloeiro.

Termos para indexagao: Cucumis melo L., cultura de tecidos vegetais,
calogénese.

Growth regulators in the induction of callus in tendrils of
hybrid yellow melon Goldex

Abstract — Melon crop has great socioeconomic importance, especially in



the Northeast. In melon genetic breeding programs,
which depend on the use of biotechnological tech-
niques, the development of efficient in vitro plant re-
generation methods is essential. The objective was
to study the effect of auxins and cytokinins, isolated
and combined, added to the MS medium, on cal-
lus induction in tendrils of the hybrid Goldex yellow
melon. Two experiments were conducted, in a com-
pletely randomized design, with 25 replications per
treatment. In the first experiment, in a 3 x 3 factorial
scheme, the treatments were the concentrations of
6-furfuryl-aminopurine — KIN (0; 3 and 6 mg L") and
indolylacetic acid — IAA (0; 3 and 6 mg L"), added to
the MS culture medium. In the second experiment,
six treatments were tested: MS without growth reg-
ulator; MS + 0.20 mg L of 6-benzylaminopurine
(BAP); MS + 0.20 mg L' of naphthaleneacetic acid
(NAA); MS + 0.45 mg L' of 2,4-dichlorophenoxy-
acetic acid (2,4-D); MS + 0.20 mg L' of BAP + 0.20
mg L' of NAA; and MS + 0.20 mg L' of BAP + 0.45
mg L' of 2,4-D. At 60 days after explant inocula-
tion, the following characteristics were evaluated:
percentage of induction, oxidation intensity, color,
texture, area and fresh mass of the callus, as well
as the correlation between these last two character-
istics. Auxins (IAA, NAA and 2,4-D) and cytokinins
(KIN and BAP) induce callogenesis in larger area in
tendrils, especially in combination, the most appro-
priate being 0.20 mg L' of BAP + 0.20 mg L' of NAA.
In this combination, the calluses showed a green
color, friable texture and low oxidation. A strong cor-
relation was between fresh mass and the area of
calluses formed on the tendrils. This study includes
the first report on establishment of callus induction
protocol in melon tendril explants.

Index terms: Cucumis melo L., plant tissue culture,
callogenesis.

Introducgao

Cultivares comerciais de meloeiro (Cucumis
melo L.) sdo, em sua maioria, hibridos F1 devido
as caracteristicas superiores. O meloeiro amarelo
hibrido Goldex € uma planta bastante vigorosa, pro-
dutiva e com boa rusticidade, seus frutos possuem
excelente sabor, 6tima pds-colheita e alto valor de
°Brix, sendo ideal para exportagao (Plantseed, 2025).

Entretanto, por meio das técnicas convencionais
de melhoramento, a geragao de linhagens puras re-
quer trabalho intenso, tecnologia e recursos signi-
ficativos, devido as sucessivas rodadas de autofe-
cundacao e retrocruzamentos (Kurtar et al., 2020).

Em cucurbitaceas, plantas haploides e di-ha-
ploides sdo obtidas por meio de trés processos

Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 265

diferentes: partenogénese haploide in situ; ginogé-
nese in vitro e androgénese in vitro. Porém, para
a aplicacdo dessas técnicas biotecnoldgicas nos
programas de melhoramento genético, € de funda-
mental importancia que sejam desenvolvidos proto-
colos eficientes de obtencao de plantas, por cultura
de tecidos. Sendo assim, a disponibilidade de um
sistema eficaz de regeneragao in vitro, em meloei-
ro, € indispensavel para a aplicagdo das técnicas
biotecnolégicas adequadas (Tekdal; Cetiner, 2013;
Probowati; Daryono, 2018).

Em meloeiro, diversos estudos (Ren et al., 2013;
Tekdal; Cetiner, 2013; Narayan, 2015; Naderi et al.,
2016; Peraita, 2016; Probowati; Daryono, 2018;
Ullah et al., 2023) revelam uma grande variagéo nas
respostas morfogenéticas in vitro, indicando que di-
versos fatores podem afetar a eficiéncia dos proto-
colos, tais como gendtipo, fonte de explante, tipos
e concentracoes dos fitorreguladores, condi¢des de
cultivo e fatores fisicos.

Em meloeiro, a regeneragcdo ocorre principal-
mente via organogénese indireta, sendo os explan-
tes mais utilizados cotilédone, epicétilo, hipocatilo,
folha, peciolo, gema apical, n6é cotiledonar e seg-
mento nodal. Apesar de varios gendtipos e tipos de
explantes ja terem sido testados, a eficiéncia de re-
generacgao in vitro de plantas em meloeiro € muito
baixa (Zhang et al., 2014). A regeneragéao via orga-
nogénese direta ou indireta depende de diferentes
fatores relacionados com o genétipo, a fonte do ex-
plante, o meio de cultivo utilizado e as condi¢des
ambientais de cultivo. Sendo assim, Zhang et al.
(2014) sugerem a selecao de diferentes fontes de
explantes como indicativo para superar o entrave
da forte genotipo-dependéncia. Visando a busca de
fontes alternativas de explantes, constatou-se que
nao ha relato na literatura do uso de gavinha na cul-
tura de tecidos de meloeiro. Entretanto, tendo em
vista que este tipo de explante € um 6rgéo diferen-
ciado, a gavinha necessita passar por uma etapa de
desdiferenciagdo para alcangar uma rota de rege-
neragao in vitro de plantas, e, para isso, recorre a
organogénese indireta, passando pela fase de calo.

Oliveira et al. (2022) relatam que o explante de
gavinha é o mais adequado para o estabelecimento
da cultura in vitro do meloeiro amarelo hibrido Gol-
dex, em comparagao aos de folha jovem e gema
apical, por apresentar menor indice de contamina-
¢ado apos o procedimento de desinfestacdo. Além
disso, tecidos com alta taxa de crescimento, como
gavinhas, podem ser promissores para a indugao
de calogénese. Na selegdo de explantes, teorica-
mente, qualquer tecido pode ser utilizado, tendo em
vista a totipoténcia das células vegetais; entretanto,
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na pratica, recomenda-se o0 uso de explantes que
contenham maior proporgédo de tecido meristemati-
co ou que tenham maior capacidade de crescimento
(Grattapaglia; Machado, 1998).

Em relacdo ao meio de cultura, todos os estu-
dos anteriormente citados com organogénese in vi-
tro de meloeiro fazem uso do meio de Murashige e
Skoog (1962), conhecido como MS. E, quanto aos
fitorreguladores, 6-benzilaminopurina (BAP) e 6-fur-
furilaminopurina (CIN) s&o as citocininas (Ren et al.,
2012), e 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e a-acido
naftalenoacético as auxinas (Guo et al., 2011) mais
utilizadas, podendo ser usadas de forma combinada
ou nao. As faixas de concentragcio testadas variam
em fungéo do tipo de fitorregulador: BAP (0,1 mg L™
a2,0mgL"), CIN (0,5 mgL"a6,0mglL"), 24D
(0,01 mgL'a20mgL") eANA (0,05 mgL"a3,0
mg L")

Nesse contexto, objetivou-se com este trabalho
estudar o efeito de auxinas e citocininas, isoladas e
combinadas, adicionadas ao meio MS, na indugao
de calos em explantes de gavinha de meloeiro ama-
relo hibrido Goldex.

Material e métodos

Dois experimentos foram conduzidos no Labo-
ratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa
Agroindustria Tropical, em Fortaleza, Ceara, no pe-
riodo de junho a outubro de 2016.

Nos dois experimentos, foram utilizados como
explantes segmentos apicais de gavinhas obtidos
de plantas de meloeiro (Cucumis melo L. var inodo-
rus) amarelo hibrido Goldex cultivadas em casa de
vegetagdo. Segmentos de apice de gavinha, com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento, foram
coletados no periodo da manha de plantas em esta-
gio de florescimento.

Em capela de fluxo laminar, os explantes foram
desinfestados com solugéo de alcool 70% por 1 mi-
nuto, a seguir em solugdo de hipoclorito de soédio
(cloro ativo 0,1%) por 7,5 minutos e, depois, pas-
saram por trés enxagues com agua destilada auto-
clavada, por 1 minuto em cada enxague, de acordo
com a recomendacao de Oliveira et al. (2022).

O meio de cultivo utilizado foi o MS (Murashige;
Skoog, 1962), suplementado com 30 g L' de sa-
carose e solidificado com agar (Gelzan) a 1,8 g L™,
com a adi¢cdo ou nao dos fitorreguladores, de acor-
do com os tratamentos. As gavinhas foram inocu-
ladas individualmente em tubos de ensaio de 150
x 25 mm, contendo 10 mL do meio de cultivo, e
mantidas em sala de crescimento, a 25 + 1 °C, sob

fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade lumino-
sa de 30 ymol m2 s™.

Os experimentos foram conduzidos em delinea-
mento inteiramente casualizado, com 25 repeti¢cdes
por tratamento, sendo cada unidade experimental
formada por um tubo de ensaio contendo um ex-
plante. No primeiro experimento, utilizou-se o es-
quema fatorial 3 x 3, cujos tratamentos foram ob-
tidos pela combinagao entre as concentragdes de
6-furfurilaminopurina (CIN) (0,0; 3,0 e 6,0 mg L") e
as de acido indolacético (AlA) (0,0; 3,0e 6,0 mg L"),
adicionadas ao meio de cultivo MS, de acordo com
Moreno et al. (1985).

No segundo experimento, o delineamento foi
inteiramente casualizado, com seis tratamentos,
que consistiram: T1 (MSo) — MS sem regulador de
crescimento; MS com regulador de crescimento,
sendo T2 (MSo20) — 0,20 mg L' de 6-benzilami-
nopurina (BAP); T3 (MSo.20a) — 0,20 mg L' de &ci-
do naftalenoacético (ANA); T4 (MSoasp) — 0,45 mg
L' de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); T5
(MSo,208:020) — 0,20 mg L' de BAP e 0,20 mg L™
de ANA; e T6 (MSo20810450) — 0,20 mg L' de BAP e
0,45 mg L' de 2,4-D, de acordo com Probowati e
Daryono (2018).

Aos 60 dias apds a inoculagdo dos segmentos
apicais de gavinha, foi observada a porcentagem
de inducao de calos. Nos calos obtidos, foram ava-
liadas as variaveis: intensidade de oxidagao (baixa,
até um tergco da massa calosa oxidada; média, de
um tergo a dois tergos de massa calosa oxidada; e
alta, de dois tergos da massa calosa oxidada a calos
completamente oxidados), de acordo com a meto-
dologia de Oliveira (2018); coloragédo predominante
(verde e bege); textura predominante (compacta e
friavel), area (mm?); e massa fresca (mg). A textura
do calo foi considerada compacta quando era rigida
e o calo ndo se fragmentava ao ser tocado com a
pinga; e friavel quando o calo se desagregava facil-
mente ao ser encostado com a pinga.

Os dados das variaveis dos dois experimentos
foram submetidos ao teste de normalidade, efetu-
ando-se, quando necessario, a transformacgao pelo
método de Box-Cox. Assim, realizou-se analise de
variancia (ANOVA) e, em seguida, o agrupamento
das médias pelo teste Scott-Knott, utilizando-se o
sistema computacional livre SAS. Para as variaveis
em que nao foi possivel a transformacgao, aplicou-se
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Adicio-
nalmente, foram obtidas as estimativas dos coefi-
cientes de correlagao de Pearson entre as variaveis
area e massa fresca dos calos, bem como os mo-
delos de regressao linear. Para as demais variaveis,
procedeu-se a estatistica descritiva.



Resultados e discussao

No primeiro experimento, houve efeito significa-
tivo (P < 0,05) para a area e a massa fresca dos
calos em fungdo das combinacgdes de 6-furfurilami-
nopurina (CIN) e acido indolacético (AlA) adiciona-
das ao meio de cultivo, aos 60 dias apds a inocu-
lacéo in vitro dos segmentos apicais de gavinhas
(Tabela 1).

No meio de cultivo MS sem a presenga de re-
guladores de crescimento, ocorreu 0 menor indice
de formagao de calos nas gavinhas de meloeiro,
35,29% (Tabela 1). Resultados semelhantes foram
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observados por Probowati e Daryono (2018), regis-
trando pequena formacao de calos nos cotilédones
da linhagem F2 do cruzamento entre Yamatouri x
Vankharman, cultivados neste meio de cultivo (MS),
sem a adicao de fitorreguladores. Moreno et al.
(1985) mencionam que os explantes de hipocétilo
e cotilédone da variedade Amarillo Oro de meloeiro
podem formar calos em meios de cultivo contendo
diferentes combinagbes de reguladores de cresci-
mento, isto &, existe uma ampla variedade de con-
centragoes dessas substancias, em que a calogéne-
se pode ocorrer, mesmo em meios sem a adi¢ao de
uma auxina exdgena.

Tabela 1. Porcentagem de indugao de calos, area e massa fresca de calos obtidos em segmentos apicais de gavinhas de
meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex em meio de cultivo MS com diferentes concentragdes de
6-furfurilaminopurina (CIN) e acido indolacético (AlA), aos 60 dias ap6s a inoculagéo in vitro.

Concentragdo (mg L)

Tratamento IC (%)’ Area (mm?)2 Massa fresca (mg)?
AlA CIN

MSo, - - 35,29 23,27 £ 3,77 ¢! 25,50+ 4,44 ¢

MS3, 3,0 - 81,25 79,25+ 8,87 b 161,88 £ 22,54 b
MSqg,0 6,0 - 86,21 53,90 +5,28 b 117,80 £ 14,77 b
MSos - 3,0 100,0 61,96 +4,29b 141,35+ 24,22 b
MS3; 3,0 3,0 100,0 185,90 + 14,55 a 657,34 + 80,61 a
MS36 3,0 6,0 96,67 192,48 + 12,95 a 718,61 +£66,43 a
MSo; - 6,0 72,73 69,22+ 8,05 b 142,20 £ 8,81 b
MS¢;s 6,0 3,0 100,0 166,08 + 12,29 a 636,04 + 61,48 a
MSg;s 6,0 6,0 100,0 152,59 + 16,69 a 572,41 + 86,49 a

'IC (%) = Porcentagem de indug&o de calos.

2Médias * erro-padrdo seguidos da mesma letra, na coluna, néo diferem significativamente segundo o teste de Kruskal-Wallis

(P <0,05).

Diferentemente dos resultados obtidos no pre-
sente estudo, ndo ocorreu a formagao de calos
nos explantes de folha e de segmentos nodais
(Ullah et al., 2023) e de cotilédone da variedade
Naudin (Mendi et al., 2010); das variedades Maa-
zoun e Beji (Awatef; Mohamed, 2013); das varieda-
des Hasanbey e Cinikiz (Tekdal; Cetiner, 2013); e
da variedade Gorgab (Naderi et al., 2016) de melo-
eiros cultivados em meio de cultivo sem a adigao de
reguladores de crescimento. Probowati e Daryono
(2018) ressaltam que a calogénese, mesmo na au-
séncia dessas substancias, indica que o nivel endo-
geno de hormdnios pode sofrer alteragéo durante o
desenvolvimento in vitro dos explantes de meloeiro.

Os fitorreguladores AIA e CIN, utilizados isola-
damente ou em combinagéo, independentemente

da concentragdo, promoveram a formacdo de ca-
los nas gavinhas de meloeiro (Tabela 1). Porém,
em explantes de cotilédone das variedades Ha-
sanbey e Cinikiz, a calogénese s6 ocorreu quando
esses mesmos reguladores de crescimento foram
empregados conjuntamente, nas concentragoes
de 5,0 mg L' e 2,5 e 5,0 mg L, respectivamente
(Tekdal; Cetiner, 2013). Moreno et al. (1985) res-
saltam que o tipo de explante utilizado para o es-
tabelecimento do cultivo in vitro de meloeiro € um
importante fator que afeta a resposta morfogenética.
As maiores porcentagens de indugéo, bem como as
areas e massas fresca superiores dos calos, foram
registradas quando as gavinhas foram mantidas nos
meios de cultivo suplementados com as combina-
¢bes de ambos reguladores de crescimento, CIN e
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AlA (Tabela 1, Figura 1). Esses resultados ratificam
a teoria do balango hormonal, a qual preconiza que
concentragcbes proximas de auxina e citocinina fa-
vorecem a calogénese (Taiz et al., 2017). Produgao
maxima de calogénese também foi registrada em
cotilédones no meio de cultivo suplementado com
auxinas e citocininas, em meloeiro variedade Nau-
din, nos meios de cultura contendo BAP (0,5; 1,0

e 2,0 mg L") combinado com AIA (0,1 e 0,5 mg L)
(Mendi et al., 2010), e nas variedades Hasanbey e
Cinikiz na combinagédo ANA (0,5 mg L") mais CIN
(2,5 e 5,0 mg L") (Tekdal; Cetiner, 2013).

Nos tratamentos que formaram calos, estes
apresentaram coloragdo bege e verde, intensidade
de oxidagéo variando de baixa a média e textura
predominantemente compacta (Tabela 2).

Tabela 2. Aparéncia e textura em calos obtidos em segmentos apicais de gavinhas de meloeiro (Cucumis melo L. var
inodorus) amarelo hibrido Goldex, em meio de cultivo MS com diferentes concentra¢des de 6-furfurilaminopurina (CIN) e

acido indolacético (AlA), aos 60 dias apos a inoculagao in vitro.

Concentragao

Cor (% Intensidade de oxidagao (% Textura (%
T (mg L) (%) gao (%) (%)
mento _
AIA CIN Bege Verde Baixa  Média Alta C°Tapa° Friavel
MSo.0 - - 52,94 47,06 29,41 20,59 50,00 100 0
MS;, 3,0 - 40,63 59,38 62,50 21,88 15,63 100 0
MSs, 6,0 - 34,48 65,52 82,76 6,90 10,34 100 0
MS,3 - 3,0 6,90 93,10 65,52 34,48 0,00 100 0
MS;; 3,0 3,0 3,45 96,55 75,00 21,43 3,57 100 0
MS; 3,0 6,0 6,67 93,33 80,00 16,67 3,33 100 0
MSo: - 6,0 59,38 40,63 81,25 3,13 15,63 100 0
MSs:3 6,0 3,0 3,33 96,67 23,33 76,67 0,00 100 0
MSs:6 6,0 6,0 3,70 96,30 44,44 51,85 3,70 100 0
60 dias 0,0 mg L' de ATA 3,0 mg L-1de ATA 6,0 mg L' de ATA
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Figura 1. Segmentos apicais de gavinha de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex, 60 dias
apos a inoculagéo in vitro em meio de cultivo MS com diferentes concentragdes de 6-furfurilaminopurina (CIN) e acido
indolacético (AlA). Barra = 10,0 mm.



A coloragéo predominante nos calos de gavinha
de meloeiro, nos meios de cultivo contendo ambos
fitorreguladores, CIN e AlA, foi a verde (Tabela 2).
Entretanto, de acordo com relatos da literatura cien-
tifica, a coloragéao dos calos formados nos cotilédo-
nes de meloeiro pode ser desde branca (Tekdal; Ce-
tiner, 2013), creme (Peraita, 2016), amarela (Tekdal;
Cetiner, 2013) até verde (Peraita, 2016; Probowati;
Daryono, 2018). Calos de coloragé&o branca e ama-
rela foram registrados por Tekdal e Cetiner (2013)
em cotilédones da variedade Hasanbey cultivados
no meio de cultivo sem a adi¢do de fitorregulado-
res. Ja a cor creme foi verificada por Peraita (2016)
em calos formados em cotilédones da variedade
Cantaloup Charentais formados na combinac¢ao de
AIA (0,05 mg L") e BAP (2,0 mg L"). Calos de co-
loragdo verde foram constatados em explantes de
cotilédone da variedade Cantaloup Charentais rege-
nerados em meio de cultivo contendo a combinagao
de AIA (0,05 mg L") e BAP (2,0 mg L") por Peraita
(2016), e em cotilédones da linhagem F2 do cruza-
mento Yamatouri x Vankharman cultivados em meio
contendo apenas BAP (de 0,05 mgL"'a2,00mgL™)
por Probowati e Daryono (2018).

A intensidade de oxidagao dos calos nos seg-
mentos apicais de gavinha de meloeiro variou de
baixa a média (Tabela 2). Metade dos calos manti-
dos em meio de cultivo MS sem a adi¢ao de regula-
dores de crescimento apresentaram de dois tergos
a todo o tecido do calo escurecido. Constatou-se,
também, que os meios de cultivo suplementados
com CIN e AlA apresentaram menor intensidade de
oxidacao (Tabela 2). S&o poucos os trabalhos que
relatam a avaliagdo de oxidag&o no cultivo in vitro
de explantes de cucurbitaceas. A oxidagdo é uma
reagao indesejavel na cultura de tecidos, pois leva
ao escurecimento de tecidos cortados, que resulta
da reacao de compostos fendlicos liberados ao meio
de cultivo, com o oxigénio (Carvalho et al., 2011).

Em relacéo a textura, a compacta foi a preva-
lente (Tabela 2). Probowati e Daryono (2018) cons-
tataram a formagéo de calos de coloragéo verde e
textura compacta cobrindo toda a superficie dos ex-
plantes cotiledonares da linhagem F2 do cruzamento
entre Yamatouri x Vankharman. Peraita (2016) ob-
servou que os calos formados nos cotilédones da
cultivar de meloeiro Cantaloup Charentais, 25 dias
depois do estabelecimento in vitro, apresentavam
dois tipos: coloragcdo creme com textura friavel e
coloragcado verde com textura compacta, ocorrendo
formacao de gemas apenas neste ultimo tipo. Caso
esta observagdo de Peraita (2016) se suceda nos
calos de gavinha, a presenga da coloragado ver-
de e da textura compacta possa ser indicativo de
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possibilidade de regeneragao de plantas, a partir
desta fonte alternativa de explante.

No segundo experimento, diferentemente do
primeiro, a inducéo de calogénese s6 ocorreu nas
gavinhas cultivadas nos meios de cultivo contendo
a adicao de auxina e citocinina, isoladamente ou em
combinacgéo (Tabela 3). Provavelmente a diferenca
na porcentagem de formagao de calos entre os dois
experimentos seja devido as condigdes fisioldgicas
dos segmentos apicais de gavinha. Apesar da fonte
de explante utilizada ter sido a mesma, os segmen-
tos apicais de gavinha foram excisados das mes-
mas plantas matrizes em épocas diferentes, tendo
em vista que os dois experimentos ndo foram con-
duzidos simultaneamente.

No meio adicionado apenas de 0,20 mg L' BAP,
houve formacdo de calos em 92,31% das gavi-
nhas (Tabela 3). Mendi et al. (2010) verificaram que
nos meios de cultivos MS adicionados desta mes-
ma citocinina, nas concentragdes de 1,0 mg L' e
2,0 mg L', ocorreu, respectivamente, calogénese
em 100% e 98% dos cotilédones estabelecidos in
vitro.

No presente estudo, demonstrou-se a interagao
entre auxinas e citocinina no processo de desdife-
renciacao, isto é, formacdo de calos nos tecidos
de gavinha, sob condig¢des in vitro (Tabelas 1 e 3).
A auxina testada (ANA), quando combinada com
BAP, proporcionou as maiores massas de calos
(Tabela 3). Embora o meio de cultivo adicionado
apenas da citocinina testada (BAP, na concentra-
¢ao de 0,20 mg L") também tenha registrado calos
com areas e massa fresca expressivas, esses ca-
los apresentaram aproximadamente 1,10 g (Tabe-
la 3), enquanto os calos formados nos explantes de
cotilédone, em concentragbes superiores de BAP,
1,0 mgL'e 1,5 mg L', alcangaram 3,82 e 2,7 g,
respectivamente (Naderi et al., 2016). Quanto a co-
loragado, todos os calos de gavinha eram verdes e
a maioria friaveis, enquanto que os calos formados
nos explantes de cotilédone, embora também fria-
veis, apresentaram coloragdo branca (Naderi et al.,
2016).

Méndez (2020) ratifica a importancia da suple-
mentacdo do meio de cultivo com a auxina (2,-D)
para a indugdo de calos em meloeiro das varieda-
des Pele de Sapo, Amarelo e Galia. Os dados obti-
dos no presente estudo confirmam a importancia da
adicdo de 2,4-D ao meio de cultivo para a formagao
de calos. Os segmentos apicais de gavinha, culti-
vados no meio MS sem a adi¢ao de fitorregulado-
res, formaram 35,29% (Tabela 1) e 0% (Tabela 3)
no primeiro e segundo experimentos, respectiva-
mente. Enquanto a adi¢do desta auxina resultou em
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73,33% de formagao de calos nos explantes (Tabe-
la 3). Por outro lado, Asadi et al. (2018) ressaltam
que, apesar da necessidade da adicdo de uma au-
xina ao meio de cultivo para a proliferagéo de calos,
as concentragbes de 2,4-D possuem efeito menos
relevante do que as de BAP, indicando que a orga-
nogénese é fortemente dependente da concentra-
¢ao de BAP na inducdo de calos. As consideragoes

de Asadi et al. (2018) estdo de acordo com os resul-
tados obtidos, em que no meio de cultivo adicionado
apenas de 2,4-D, 73,33% dos explantes formaram
calos, quando comparado ao meio adicionado ape-
nas de BAP, 92,31%; quando acrescido com esses
dois fitorreguladores, esse valor alcangou 100% (Ta-
bela 3).

Tabela 3. Indugéo de calos, area e massa fresca de calos obtidos de segmentos apicais de gavinhas de meloeiro (Cucumis
melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex em meio de cultivo MS com diferentes combinagbes de 6-benzilaminopurina
(BAP), acido naftalenoaceético (ANA) e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), aos 60 dias de cultivo in vitro.

Concentragdo (mg L")

Tratamento' IC (%)? Area (mm?)? Massa fresca (mg)?
BAP ANA 2,4-D

MS, - - - 0,00 - -

MSo 208 0,20 - - 92,31 299,08 + 34,41 a° 1105,23 + 131,73 b
MSo,20a - 0,20 - 92,31 69,17 £8,81b 222,81 £34,90 c
MSo 450 - - 0,45 73,33 108,73 +£21,75b 391,33+65,74 ¢
MSo 208;0,20a 0,20 0,20 - 100,00 499,36 + 83,06 a 2484,89 + 324,46 a
MSo,208:0.450 0,20 - 0,45 100,00 206,57 £ 20,90 a 979,79 £97,87 b

WA =ANA; B =BAP; e D =2,4-D.
IC (%) = indice de calogénese.
@ Dados transformados pelo método de Box-Cox.

®Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente segundo o teste de Scott-Knott (P < 0,05).

Nos meios de cultivo contendo BAP, isolada-
mente (MSo.208) € combinado com ANA (MSo,208:0,20)
ou 2,4-D (MSo2080450), todos os calos formados
apresentaram a coloragdo verde (Tabela 4, Figu-
ra 2). Probowati e Daryono (2018) ressaltam que a
coloragao verde esta relacionada com a presenca
de BAP, uma vez que esta citocinina tem influén-
cia na formagao de cloroplastos nos calos. Nestes
meios de cultivo, adicionados de BAP, constatou-se
que os calos apresentaram baixa oxidacao e se de-
senvolveram de modo a cobrir toda a superficie do
explante, de forma que nio era mais possivel visua-
lizar a gavinha aos 60 dias do inicio da condugéao do
experimento (Tabela 4). Probowati e Daryono (2018)
mencionam que no meio de cultivo adicionado de
BAP (1,0 mg L") e 2,4-D (2,0 mg L") os calos forma-
dos nos explantes de cotilédone da linhagem F2 do
cruzamento Yamatouri x Vankharman eram de colo-
racgao verde, atingindo crescimento étimo e rapido.

A adicao da auxina ANA ao meio de cultivo con-
tendo BAP aumentou a formacgéo de calos friaveis
nos explantes de segmentos apicias de gavinha no
meloeiro amarelo hibrido Goldex (Tabela 4). Quando

esta auxina foi utilizada isoladamente, todos os ca-
los formados apresentavam estrutura compacta,
enquanto em combinagdo com a citocinina mais
de 90% deles apresentaram-se friaveis (Tabela 4).
A combinacao BAP e ANA também foi mais efetiva
para induc&o de calogénese em explantes de cotilé-
done da variedade Maazoun do que a combinagao
BAP (2,0 mg L") e 2,4-D (0,5 mg L") (Awatef; Moha-
med, 2013). Esses resultados sdo compartilhados
por Ren et al. (2013), que constataram que a adigao
da auxina AIA aumentou a formagéo de calos em
explantes de cotilédone da variedade Honeydew,
sendo estes calos friaveis, embora brancos, diferen-
temente da coloragao verificada no presente estu-
do, que foi verde. Narayan (2015) também consta-
tou que os calos formados a partir de explantes de
epicotilo da variedade Naudin, na combinacao BAP
(0,5mg L") e AIA (2,0 mg L"), foram mais responsi-
vos do que os de hipocdtilo, formando calos verdes
de textura compacta, que cresceram significativa-
mente tanto em tamanho quanto em massa, mas
nao apresentaram diferenciacdo durante os subcul-
tivos sucessivos, de intervalos de 21 a 28 dias.
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Tabela 4. Aparéncia e textura em calos obtidos de segmentos apicais de gavinhas de meloeiro (Cucumis melo L. var
inodorus) amarelo hibrido Goldex, em meios de cultivo MS com diferentes combinac¢des de 6-benzilaminopurina (BAP),
acido naftalenoacético (ANA) e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), aos 60 dias apds a inoculagéo in vitro.

Concentragao (mg L") Cor (%) Intensidade de oxidagao (%) Textura (%)
Tratamento' _

BAP ANA 24.D Bege Verde Baixa Média  Alta C°Tapa° Friavel
MS, - - - - - - - - - -
MSo 208 0,20 - - 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0 41,67 58,33
MSo 20n - 0,20 - 25,0 75,0 92,3 0,0 7,7 100,00 0,00
MSo 450 - - 0,45 100,0 0,0 80,0 6,7 13,3 9,09 90,91
MSo 208:0,20n 0,20 0,20 - 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0 7,14 92,86
MSo 208:0,450 0,20 - 0,45 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0 92,86 7,14

'A=ANA; B=BAP; e D =24-D.

MS + 0,45 mg L de 2.4-D

MS + 0.2 mg.L-! de BAP

MS +0,2 mg.L! de ANA

Figura 2. Segmentos apicais de gavinha de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex, 60 dias
apos a inoculagéo in vitro em meio de cultivo MS com diferentes combinagdes de 6-benzilaminopurina (BAP-B), acido
naftalenoacético (ANA-A) e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D-D). Barra = 10,0 mm.

Awatef e Mohamed (2013) e Narayan (2015)
ressaltam que a extensao, intensidade, coloracao
e textura dos calos formados dependem dos ti-
pos de reguladores de crescimento, presentes nos
meios de cultivo, e das fontes de explantes, das
cultivares de meloeiro Maazoun e Beji e Naudin,
respectivamente.

Houve correlagdo positiva significativa entre
area (mm?) e massa fresca (mg) dos calos, nos
dois experimentos. Os modelos de regressao
linear gerados foram significativos e apresentaram
altos coeficientes de determinagdo nos dois
experimentos, assegurando a confiabilidade das
regressoes (Tabela 5).
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Tabela 5. Correlacéo e regresséo linear entre a area (A) e a massa fresca (M) dos calos formados em segmentos apicais
de gavinhas de meloeiro (Cucumis melo L. var inodorus) amarelo hibrido Goldex nos dois experimentos.

Experimento’ r (A, M)? Modelo?® F teste R?
1 0.935** M = 4.332A - 111.728** 1.590.870 0.874
2 0.945** M = 4.354A + 20.178** 506.481 0.893

"Experimento 1: em meio de cultivo MS com diferentes concentragdes de 6-furfurilaminopurina (CIN) e acido indolacético
(AlA); experimento 2: em meio de cultivo MS com diferentes combinagées de 6-benzilaminopurina (BAP), acido naftalenoacético (ANA)
e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

2Correlagado de Pearson entre a area e a massa dos calos.

3Modelo da regresséao linear entre a area e a massa dos calos.

** Significancia (P < 0,01) para o test t e para o teste F da correlacédo e da analise de variancia da regressao entre a area e a

massa dos calos, respectivamente.

Com base nos resultados obtidos, em relagéo
aos coeficientes de correlagéo, pode-se inferir que,
embora os calos sejam estruturas tridimensionais, a
analise da area sobre papel milimetrado tem estrei-
ta associagdo com sua massa fresca. Para experi-
mentos de indugdo de calogénese em explantes de
gavinhas realizados em placas de Petri, o calculo
da area seria uma alternativa adequada a medigao
da massa fresca, uma vez que as areas podem ser
quantificadas diretamente nos calos inoculados na
placa, evitando o manuseio do explante e sem a
sua exposi¢cdo ao ambiente e, consequentemente,
a possibilidade de contaminagdo, mesmo que em
condigdes assépticas.

Tendo em vista que a via principal, até o pre-
sente, de obtengao de plantas in vitro em cucurbita-
ceas € por meio da etapa intermediaria de indugao
de calos, seja por organogénese ou embriogénese,
estudos sobre a calogénese sao de extrema rele-
vancia, levando-se em consideragao as condigdes
de cultivo e os gendtipos das plantas doadoras de
explantes (Asadi et al., 2018). Em relag&o as condi-
¢bes de cultivo in vitro, a calogénese, nessa fami-
lia, & fortemente influenciada pelas concentragdes
das auxinas ANA (0,05 -0,5mg L") e 24D (1,0 a
5,0 mg L") e das citocininas BAP (1.0 — 4.0 mg L)
e CIN (0,05 - 0,5 mg L") (Kurtar et al.; 2020). Ade-
mais, Narayan (2015) ressalta que a técnica de in-
dugdo de calos também propicia uma via alternati-
va para producao de metabdlitos secundarios, sob
condi¢cdes laboratoriais, possibilitando de forma
mais econdmica o isolamento de fitoquimicos, mini-
mizando, assim, a coleta de material vegetal a partir
de fontes naturais.

Este estudo contempla o primeiro relato do es-
tabelecimento de um protocolo de inducao de calos
em explantes de segmentos apicais de gavinha em
meloeiro amarelo hibrido Goldex. O referido proto-
colo abre uma nova alternativa para a extragao de

substancias com potencial farmacéutico, sob con-
dicdes controladas, bem como para a obtengao de
calos organogénicos que podem contribuir em estu-
dos posteriores no desenvolvimento de protocolos
eficientes de regeneragéo de plantas, como uma
etapa em futuros programas de melhoramento em
meloeiro amarelo hibrido Goldex.

Conclusoes

A combinagdo auxina e citocinina favorece a in-
ducédo de calos em segmentos apicais de gavinhas
de meloeiro amarelo hibrido Goldex.

A coloragao predominante dos calos é verde
nas combinacdes das auxinas e citocininas, acido
indolacético + 6-furfurilaminopurina, acido 2,4-diclo-
rofenoxiacético + 6-benzilaminopurina e acido nafta-
lenoacético + 6-benzilaminopurina.

A textura predominante dos calos € a compacta
nas combinagdes das auxinas e citocininas, acido
indolacético + 6-furfurilaminopurina e acido 2,4-di-
clorofenoxiacético + 6-benzilaminopurina.

Ha forte associacdo entre a massa fresca e a
area dos calos formados nas gavinhas.
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