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RESUMO

Frutos desprovidos de sementes apresentam ndo so © interésse de estudos cien-
tificos sébre partenocarpia como também constituem um caracteristico desejével para
o consumidor.

Tendo-se planejade a obtencdo de melancias (Citrullus vulgaris Shrad.) sem se-
mentes, da variedade Keckley Sweet, executaram-se os trabalhos de laboratério e
de campo de acdrdo com o esquema seguinte:

a) obtencdo de plantas tetrapldides;

b) cruzamentos entre tetraploides e dipléides;

c)  plantic das sementes tripléides.

A primeire parte consistiu de tratamentos de sementes dipldides (2n=22)
recém-germinadas, por solucdo de colquicina (C,1% durante 8-12 horas), tendo-se
conseguido mais de duas dezenas de plantas duplicadas (2n—44). Diferencam-se estas
plantas das dipldides normais, pelo modo de ramificacde bem menos intenso, e por
apresentarem fdlhas maiores e menos recortadas e fléres tombém maiores, Os frutos
produzidos pelas plantas tetrapldides sdo mencres, arredondados, contendo poucas
sementes,

Na segunda parte foram efetuocdos cruzamentos entre tetrapldides e dipléides,
36 se obtendo frutos no sentido ¢ 4n x 3 2n; quande o cruzamento efetuado
foi inverso, istoc é, 9 2n x 2 4n ndo houve fertilizaggo.

Na terceira etapa, semeadas as sementes triploides, com algumas linhas de
dipléides entremeadas, conseguiram-se os esperados frutos sem sementes. Estes se mos-
tram, externamente, intermedidrios entre os dipldides, que sdc alongados, e os tetra-
pléides, arredondados; internamente, os frutos tripldides contém apenas sementes
atrafiadas, flacidas e que podem ser comidas juntamente com a polpa, sem necessidade
de separagdo.

No decorrer da investigagdo foram realizados alguns estudos comparatives do
pélen, dos estomas e das sementes, nos trés tipos de plantas.

Q trabalho continug no sentido de remover dificuidedes encontradas tanto na
multiplicacdo das sementes tetrapléides como na germinagdo das sementes tripldides
e tetrapléides.

(*) Ds autcres agradecem ao Eng.® Agr.® Armando Cenagin, pelas andlises estatisticas realizadas.
Recebido para publicagdo em 146 de novembro de 1957.



32 BRAGANTIA Vor. 17, N9 5

1 — INTRODUCAO

A cultura da melancie (Citrulluy vulgaris, Shrad.} se estende por
todo o Brasil, cabendo as maiores colheitas acs Estados da Bahia, Rio
Grande do Sul, Minas Gerais e Sac Paulo. Calcula-se que em 1956 a
drea cultivada foi de 81 mil hectares, cuja produgdo se avaliava em
252 milhbes de cruzeiros.

No Estado de Sdo Paulo a cultura se iniciou de modo extensivo
no municipio de Americana, hd cérca de um século. Hoje é plan-
taoda em diferentes pontos do Estado, como S3o Pedro, Piragununga,
Bauru, Tupd, Moji Mirim etc.

Hé& quinze anos os agricultores do Estado se ressentiram da falta
de boas sementes de melancia. Foi quando a Se¢do de Olericultura e
Floricultura do Instituto Agrondmico de Campinas iniciou ensaios de
competicdo de variedades, estudaondo-as quanto a moléstias e & con-
servacdo durante o transporte, ao formato, & produgdo, ao sabor e,
principalmente, & aceitagfio pelos mercados consumidores, Estudando
26 variedades, concluiu-se que tdo sOmente trés delas apresentavam
um conjunto de qualidodes que as recomendavam: a Florida Favaorite,
a Tom Watson e a Keckley Sweet.

O nimero de sementes nos frutos normais dessas variedades oscila
entre 500 a 1 000 e é de se crer que um fruto sem sementes serd
apreciado no mercade consumidor e, portanto, alcangard um prego
melhor. No Jopdo jd se cultivam variedades hibridas, sem sementes.
Os Estados Unidos importam essas variedades para estabelecer suas
culturas de meiancia sem sementes; nesse pais, entretanto, jd se ini-
ciaram experiéncias no sentido de obter variedades proprias, despro-
vidas de sementes.

Julgou-se, portanto, que serig interessante conseguir frutos sem
sementes de uma das trés variedades mais cultivadas em S. Paulo.

As primeiras experiéncias foram feitas pelas SegBes de Oleri-
cultura e Floricultura e de Fisiologia, do Instituto Agronémico, pulve-
rizando-se fléres recém-abertas com os seguintes hormdnios: acido
beta-naftilacético 10—%; acido beta-naftilacético 10—*; hortomone A
e Seradix A, ndo se tendo conseguido a formagdo de um fruto, sequer.
O método, alids, é dispendioso e de resultados inseguros para aplica-
¢do em culturas de grande extensdo.

Foi entdo iniciada colaboragdo entre a Secdo de Olericultura e
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Floricultura e a de Citologia, resolvendo-se encaminhar g solugdo do
problema pela obtengéo de frutos tripldides, valendo-se da sua pro-
vavel esterilidade. Coube a execugdo dos tratamentos e o estudo do
material ao primeiro dos autores, com a colaboragdc dos demais. Es-
colheu-se a variedade Keckley Sweet para inicio dos trabalhos, que
consistiram no seguinte: a) duplicagdo do ndmero de cromossomos, ob-
tendo-se linhagens tetrapldides; b) cruzamento de di- e tetrapidides,
para obtencdo de tripldides; ¢) polinizagde artificial das fléres femini-
nas triploides com pélen de plantas di- ou tetrapléides, procurando
estabelecer linhagens compativeis cujo pdlen induza o desenvolvimen-
to do ovério tripldide sem fecundagdo, dai resultando os frutos sem
sementes. Ands essa sucessdo de experimentos, caberia ao Instituto
Agrondmico manter as linhagens tetrapldides e dipldides, produzir as
sementes hibridas e distribui-las aos interessados, anualmente.

As experiéncigs foram iniciadas em outubro de 1953 e, como
veremos adiante, envolveram uma série de obstdculos que aos poucos
foram sendo removidos.

Obtiveram-se os desejados frutos tripléides sem sementes. No es-
tdgio atual dos trabalhos estudam-se novas combinagbes hibridas, pois
ainda ha frutos tripléides que apresentam algumas sementes, se bem
que chéchas, mas de tamanho grande, Os proprios tetrapldides podem
vir a despertar inferésse comercial por apresentarem ja um reduzido
numero de sementes.

Caberd agora & Se¢do de Olericultura, multiplicar as sementes
tetrapléides, estabelecer os campos de produgéo de sementes tripldides
e verificar a possibilidade désse material se tornar de interésse co-
mercial.

2 — MATERIAL E METODO

Como t6das as variedades, a Keckley Sweet tem 22 cromossomos
somaticos (figura 1-A). A solucGo proposta para o problema, como
dissemos atrds, era a duplicagdo do nimero de cromossomos; obtida a
linhagem tetrapldide {2 n = 44), tratar-se-ia, em seguida, de obter
sementes hibridas, tripldides (2n — 33). Os frutos produzidos pelas
plantas tripldides provdvelmente seriam desprovidos de sementes.

O passo inicial, portanto, era a obtengdo de tetrapléides; dada a
experiéncia que jd se possui na Secdo de Citologia, s6bre métodos de
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tratamento com colquicina (8, 9), resolvemos tentar a duplicagdo dos
cromossomos da melancia pelo tratamento de sementes em inicio de
germinacdo: as sementes eram postas a germinar em ambientes com
90% de umidade relativa e a temperatura de 30° C; quando germina-
vam e apresentavam uma raiz de 1 a 2 cm de comprimento (o que se
dava em geral 50 a 60 horas depois de semeadas) eram submetidas ao
tratamento, ficando imersas na solucdo do alcaléide durante o tempo
desejado. A solucdo de colquicing, recém-preparada, foi usada em duas
concentracdes (0,05% e 0,109%). No primeiro caso os tempos de tra-
tamento foram 8, 12, 16 e 24 horas; para a concentracdo maior os
tempos foram 4, 8, 12 e 17 horas; como contrdle, uma parte das se-
mentes era colocada em vase contendo simplesmente dgua, durante o
mesmo tempo. Em ssguida, lavavam-se as sementes em dgua corrente
e plantavam-se em vasinhos de papel, com terra. Estes vasinhos sdo
feitos de papel de jornal, duplo ou triple, num molde de madeira que
lhes imprime g forma de um paralelepipedo sem fundo, de 6 x 6 cm
de base; eram cortados com 15 cm de altura, arranjados uns ao
lade dos outros dentro de uma caixa de madeira de mesmag altura e
cheios com terra. Quando as plantinhas em desenvolvimento j& apre-
sentavam dois pares de fdthas definitivas, as caixas eram levadas para
o campo, delas se retiravam os vasinhos de jornal {cada um com
uma plantinha) e plantava-se & distdncia de 3 x 3 metros. O papel
era retirado apenas na hora de se colocar a planta na cova e, para
que a terra ndo se esboroasse, molhavg-se ligeiramente um pouco
antes do transplante.

Tanto em sclugdo de colquicina como em dagua as sementes em
germinagdo fermentavam e as raizes se maceravam gquando a dura-
¢do do tratamento era superior a 12 horas; um bom ndmerc de plan-
tinhas ndo se recuperou, ac serem levadas para os vasinhos com terra.

As observacBes iniciais ne campo se relacionavam com o modo
de ramificacdo das plantas, tamanho e textura das félhas, e tamanho
das fléres. Grande parte das fléres era auto-polinizada artificialmente.
Colhiam-se os frutos de flores autopolinizadas e livremente polizina-
das, mediam-se e comprimento e a largura e anctava-se o péso. As
sementes eram contadas, medidas e pesadas.

O ndmero de cromossomos era contado em pontas de raizes, co-
Ihidas quande as plantinhas emitiam as primeiras f8lhas definitivas;
por meio de raizes fixadas em “Craf” e incluidas em parafina apés
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processo comum de desidratacdo pelo dlcool butitico, cortadas a 8
micros e coloridas pela hematoxilina férrica, fizeram-se contagens de
cromossomos em humerosas plantas.

Como auxilio & determinacéc direta do niimero de cromossomos
procurou-se estabelecer uma correlagdo entre ésse nimero e o ndmero
de estomas nas félhas adultas; os estomas eram contados em pedagos
de epiderme inferior, montados em ldminas de vidro em gcetoto de
celulose dissolvido em dcido acético e recobertos com uma laminula ('),

O polen era colhido de fléres recém-abertas, colocade numa gdta
de carmim gcético sébre uma 1dmina de vidro, recoberta com uma la-
minula e medido ao microscépio, com o auxilio de uma ocular mi-
crométrica.

A simples determinagGo de 2n = 44 cromossormos nas raizes
nem sempre era indicagdo de gque a planta téda estava “duplicada”:
vdrias plantas tinham apenas uma parte duplicada. Era do conjunto
de dados relativos principalmente a numero de cromossomos, ta-
manho de estomas, tamanho de grdo de pdlen, formato dos frutos,
ndmerc e tamanho das sementes, que se tirava finalmente uma con-
¢lusdo sébre o efeito parcial ou total do tratamento.

As sementes das plantas tidas como tetrapdlides eram semeadas
em caixas de Petri ou em germinador com temperatura e umidade
controladas, ou diretamente na terra. SOmente apds o segundo ciclo
de estudos é que se estabelecia definitivamente quais as plantas te-
trapldides.

Estas eram polinizadas com polen de plantas dipléides da mesma
variedade; uma parte das fléres era autofecundada, e ao mesmo tempo
polinizavam-se as plantas dipléides com pélen das tetraplbides.

Desta forma, ao mesmo tempo que se multiplicavam as semen-
tes tetrapldides, obtinham-se frutos com sementes que deveriam ser
hibridas, tripléides {2 n = 33).

As sementes tripldides eram contadas em cada fruto, medidas
e pesadas. Postas a germinar seguiam-se os estudos relativos a por-
centagem de germinagdo, desenvolvimento das plantas, contagens
de cromossomos, contagem de estomas, observagdo sdbre o pblen, po-
linizagdo, formagdo dos frutos. Estes finalmente eram medidos, pe-

(1) Método de impressdo dos estoemas, desenvolvido na Segdo de Citologio, que serviu de meio
de montagem e conservagde das Idminas. (Nota a ser publicada).
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sados e abertos para a constatacdo da existéncia ou ndo de sementes.
Como veremos mais adiante, nem sempre o fruto tripldide se mos-
trou desprovido de sementes.

3 — OBTENCAQ DE TETRAPLOIDES

Os primeiros trgtamentos de sementes foram realizados em se-
tembro-outubro de 1953.

As plantinhas afetadas pelo tratamento apresentavam desde logo
uma paralisagdo no crescimento -da raiz; o hipocétilo se engrossava
bastante durante alguns dias, depois novas raizes era emitidas e os
cotilédones surgiam espessos; as folhas definitivas eram grossas e me-
nos recortadas que as das plantas normais.

Plantas assim afetadaos resultoram de todos os tratamentos com
calquicina {estampas 1 e 2); a concentracdo menor e os tempos menos
longos determinaram maior ndmero de plantas restabelecidas, porém
menos afetadas. Dos tratamentos a maior concentragdo e mais demo-
rados, em muitos individuos o hipocétilo se apresentava engrossado
demasiadamente, ndo havia emissdo de novas raizes nem se forma-
vam as félhas definitivas; assim, do tratamento 0,10% — 17 horas
rienhuma planta chegou ao estado adulto.

Foi, portanto, dos tratamentos intermedidrios (0,05% e 0,109%)
a 8, 10 e 12 horas que se conseguiu 0 maior nimero de plantas afe-
tadas. Estas eram, a principio, transplantadas para caixas com terrq,
e depois de alguns dias levadas para local definitivo. Frisemos, neste
ponto, que houve muito insucesso no transplante; o sucesse foi maior,
mais tarde, guando em outros tratarmentos adotcmos o uso de vasi-
nhos de papel de jornal, como jd descrevemos.

Dos tratamentos efetuados em 1953 (ao todo 306 sementes tro-
tadas, excluindo-se as testemunhas) apenas quatro plantas chegaram
a florescer e frutificar. Dessas plantgs tivemos frutos de polinizagdo
controlada cujas sementes puderam ser estudadas; uma dnica planta
se sobressaiu entre as demais pela sua folhagem mais espéssa.

De 754 sementes tratadas em 1954, o nimero de plantas apa-
rentemente “duplicadas” foi de 26, num campo onde se achavam 170
plantas. Dessas plantas, possivelmente tetrapléides, nem tédas forme-
cerom material para a sua identificacdo posterior; algumas delas, pro-
duzindo poucas sementes, ndo puderam ser multiplicadas.
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4 — OBSERVACQOES SOBRE AS PLANTAS TETRAPLOIDES

As plantas tetraploides apresentam um aspecto caracteristica-
mente diferente das dipldides: ndo se ramificam tanto gquanto estas
(figura 2-4), as ramas s@o mais grossas, as f&lhas maiores, mais es-
péssas, menos recortadas; as fléres sdo também maiores (estampa
3-4,4,b) e de um amarelo mais intenso. Ao microscopio, além do
débro do numero de cromossomos (2 n —= 44, figura 1-0) apresentam
grdos de pdlen maiores {quadro 2) e menor nimero de estomas por
milimetro quadrado.
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Fioura 1 — Meloncio, variedade Keckley Sweet Leesburg. 4 a € — Metéfases

somaticas de plantas dipldide (2n=22), tripléide (Zn==33), e tetraploide (2n=44},
respectivamente. (X 2 800).

Florescem abundantemente, sdo auto-férteis e quando poliniza-
das por plantas dipldides frutificam bem. Néo temos indicagdo quanto
a porcentagem de frutificagdo em relagdo ao nimero de flores, porém
& evidente que produzem menor ndmero de frutos por planta que as
diplbides; isto deve ser levado & conta do tamanho relativo das plantas
pois, como dissemos, as plantas dipldides ramificam muite mais. E
possivel que plantadas a menor distdncia, a produgdo rivalize com as
dipléides, por unidade de dreq.

Em um campo em que havia 50 plantas tetraploides cuja fing-
lidade era a obteng@o de sementes tripléides, fizemos algumas obser-
vacBes sébre o nimero de frutos por planta e nimero de sementes por
fruto, a saber:

f ) g 1} [ r -
N2 do N.2 de N.2 total Mfrf;i“;wfe . N.2 total de ‘ i‘fiitg:
tetrapldide plantas de frutos planta sementes ! fruto
Cit 2938 ... | 27 18 07 432 24

Cit 2617 ... [ 23 27 1,2 1082 40
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FiGura 2 — Melancia, voriedade Keckley Sweet Leesburg. Desenho esquematico mos-
trando os trés tipos de plonta em desenvolvimenta: A— tetrapldide; B— dipléide;

C-— tripléide.
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Os dados atrds se referem apenas aos frutos cujo péso era supe-
rior a 3 kg, por onde se v& que além do pequeno nimero de frutos
por planta, é também reduzido ¢ ndimero de sementes por fruto.

Cs frutos sGo mais curtos e mais largos (estampa 3-4, ¢) que os
da variedade original (estampa 3-C, ¢}, ds vézes quase esféricos, a
casca € resistente, o “branco” de espessura reduzida, a polpa muito
vermelha, mais doce e com menor niimero de sementes que a variedade
diplide, apresentando ainda grande quantidade de sementes tanto
chdchas como atrofiadas. O maior ndmero de sementes até agora obtido
foi 358, em um fruto tetrapléide de ¢ 600 g.

As sementes (estampa 3-4, d) sdo mais largas, mais espéssas e
mais pesadas que as da variedade dipldide (quadro 1). Germinam corm
certa dificuldade (quadros 3 e 4).

5 — OBTENCAO DE SEMENTES TRIPLOIDES

A partir de 1954, ao mesmo tempo que se faziam observagdes
sdbre os tetrapldides e se cuidava da sua multiplicagdo, tentava-se tam-
bém a obtengdo de tripldides. A principio, os cruzamentos para ésse fim
eram efetuadas nos dois sentidos: 2n{(2) x 4n e 4n{9) x 2n;
mais de 170 fléres polinizadas no sentide 2 n x 4 n produziram apenas
dois frutos de tamanho normal, um déles com 290 sementes chéchas e
outro com 842 sementes dipldides; dado ésse insucesso, os cruzamen-
tos passaram a ser feitos exclusivamente no outro sentido, alias com
bom pegamenta.

Assim, em 1955 um campo foi instalado em Limeira, com plan-
tas tetrapldides tendo de permeio algumas linhas de plantas diploides
para fornecerem o pdélen para os cruzamentos. O servigo se resumiu
a castragdo das floéres masculinas das plantas tetrapléides deixando
que as fléres femininas féssem naturalmente polinizadas pefo vento
ou por insetos, com pélen das plantas dipldides. Obtiveram-se, désse
modo, 59 frutos com um total de 1 580 sementes tripldides.

Qs frutos colhides das plantas tetraploides pc;linizqdas por di-
plédides nao diferiam externamente dos autofecundados ou cruzados
com outro tetrapléide. Suas sementes, relativamente numerosas em
alguns casos e escassas em outros, aparentemente eram idénticas as
tetrapléides: largas e grossas; em medigdes feitas nos trés tipos de
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sementes {quadro 1} a andlise estatistica confirmou essa observagdo:
as sementes dipléides formam um grupo e as tri- e tetrapldides for-
mam outro grupo em que elas se apresentam mais largas, mais es-
péssas e mais pesadas.

QuabRO" | — Melancia, variedade Keckley Sweet Leesburg. Medicdes de sementes
di—, tri— e tetrapldides (*)
Dimensdes
Natureza da Semente Péso
Compr. j‘ Larg, Espess.
mm mm mm e
Dipldide ... . . 13,06 7.61 2,22 0,083
Tripldide ... .. ... 13,38 8,85 2,91 0,096
Tetrapldide ... ... 13,14 8,52 2,97 0,094

(*] Médias das medicdes de 40 sementes em coda caso.

6 — OBSERVACOES SOBRE AS PLANTAS TRIPLOIDES

Em 1955 semearam-se as primeiras sementes hibridas, de que
deveriam resultar as plantas tripléides. Ao mesmo tempo, semearam-
se alguns tripléides da variedade Yamato, origindrios do Japdo.

Os tripldides japonéses apresentavam-se bastante resistentes a
antracnose; os frutos eram quase tofalmente desprovidos de sernen-
tes, ou seja, estas eram na maioria abortadas mas perfeitamente co-
mestiveis, com muito raras excegdes.

Os nossos primeiros tripldides, no entanto, foram realmente de-
cepcionantes quantc ao resultado que se esperava: seus frutos, uns
alongados comoe os dipléides, outros arredondados como os tetrapldi-
des, ndo eram desprovidos de sementes: estas eram atrofiadas, porém
ndo tanto que pudessem ser comestiveis; além disso eram numerosas.

Em 1956 novos hibridos {dos tragbalhos de 1955 em Limeira)
foram semeados, juntamente com dipldides e tetrapldides.

Verificou-se que entre os novos hibridos algumas plantas apre-
sentavam-se muito mais aproximadas das dipldides do que das te-
trapldides, quanto & ramificac@o da planta e ao aspecto geral da
folhagem. Observadas, porém, as félhas e fibres em separado, elas se
assemelhavam mais & planta tetraploide {fig. 2 e estampa 3). Os tri-
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pléides foram livremente polinizados; os tetrapléides foram utilizados
para a sintetiza¢gdo de novos tripldides.

Colheram-se, em janeiro de 1957, as melancias déste campo,
sendo possivel entdo comparar frutos triploides com di- e tetraploi-
des. Verificou-se que alguns hibridos tripléides produziram os alme-
jados frutos sem sementes.

Q fruto tripléide é de forma cboval e, nas dimensdes, intermedid-
rio entre di- e tetrapléides (estampa 3-B, ¢).

r

A auséncia de sementes ndo é total: surgem uma, duas ou al-
gumas aparentemente normais e semelhantes as tetraploides; a maior
parte das sementes é atrofiada, perfeitamente comestivel, as quais,
retiradas do fruto e postas a secar, se reduzem a mindsculos fragmen-
tos, finos como papel.

Em alguns frutos, porém, encontram-se sementes gue se enqua-
dram mais no tipo “chéchas” que propriomente atrofiadas, ndo sendo
portanto comestiveis. NGo se sabe qinda a causa de se obter ora um,
ora outro tipo de fruto tripléide.

A polpa é doce, sanguineg; o “branco”, de espessura reduzida
como nos frutos dipléides.

7 — CITOLOGIA

7.1 — IDENTIFICACAQ DOS TETRAPLGIDES E TRIPLGIDES

A medida que iam sendo feitos os tratamentcs pela colquicing,
era de interésse imediato a identificagdo dos tetrapldides obtidos, pela
contagem dos seus cromossomos. Em vista, porém, de o material ser
escasso e mais ainda dos danos causados d planta para a colheita
tanto de raizes como de botdes para microsporogénese (uma vez co-
Ilhidas as raizes a planta ndo mais resiste ao transplante, que normal-
mente {a é dificil), a contagem dos cromossomos foi feita mais tarde:
primeiramente foram multiplicados os supostos tetrapldides, por meio
de autofecundacbes, e depois identificados através de sua progénie.

Logo de inicio encontrou-se alguma dificuldade de ordem técnica
quer na colheita das raizes quer no processo de coloragdo das ldminas:
quando as sementes germinam em cagixa de Petri, sdbre papel chupao
umedecido, ndo fornecem material apropriado para exame ao micros-
cépio, de modo que para nossos trabalhos passamos a colhér o ma-
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terial depois de as plantas estarem suficientemente enraizadas na
terra.

Quanto & coloragdo pela hematoxilina férrica, seguindo a mesma
técnica adotada para café e outras plantas estudadas na Segdo de
Citologia, ndo tivemos bons resultados com a melancia; conseguimos
nossas contagens de cromossomos introduzinde ligeira modificagde
na concentragdo do mordente: alumen de ferro a 1% durante 30 mi-
nutos, em lugar de a 2% durante 2 horgs.

A natureza tetraploide das plantas obtidas era verificada muitas
vézes em suas progénies; houve um caso em que se determinou
2n = 44 em sete plantas obtidas pela autofecundacdo de um mesmo
tetrapléide; nas progénies Fp ainda se constatou a tetraploidia; no en-
tanto, quando a planta original féra polinizada por dipldide, as' se-
mentes obtidas deram plantgs com 2n = 22 e ndo 2n = 33. lIsto
indica que a planta original era provavelmente uma quimera; a pro-
génie tetrapldide formou-se a partir de uma zona de tecido com

2 n == 44; a flor polinizada por dipldide formou-se em zona de tecido
com 2n = 22

Em 1954 foram selecionados pelos caracteristicos vegetativos das
plantas de que provieram, pela forma do fruto e pelo tipo das se-
mentes, 64 frutos. Contando os cromossomos em plantas que se origi-
naram dessas sementes, pudemos correlacionar o tipc das sementes
com o nimero de cromossomos: tendo verificado que dentro de deter-
minados tipos de semente os embrides eram dipldides, descartamos todo
o materigl désse tipo, sem exame citolégico; passando a examinar so-
mente as plantas origindrias de sementes largas € grossas, encon-
tramos cinco tetrapléides; por analogia e também por comparagdes de
nimero de estomas, selecionamos mais 19 tetrapléides.

Em 1956 foram feitas as primeiras contagens de cromossomos em
plantas tripldides (2 n = 33, figura 1-B).

Quanto a microsporogénese, ndo foi estudada ainda em plantas
tripldides; fizemos, apenas nos tetraploides, algumas observagdes, cons-
tatando a formagdo desde mono- até tetravalentes em Metafase |; ao
lado de separagbes anafdsicas regulares, verificamos muitas irregula-
res; microsporacitos com “tetrades” anormais, dividindo-se em 5 ou 6
“microspédrios” de tamanhos diferentes, também sdo encontrados.

Nd&o temos observagbes suficientes para avaliar a proporcda em
gque essas irregularidades ocarrem nos tetrapldides; elas devem preju-
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dicar a sua fertilidade e talvez sejam a causa da diminuicdo do niimero
de sementes e da formagdo de sementes “chdchas”.

As numerosas contagens de cromossomos realizadas em plantas
com 2n — 22, 33 e 44, sem se deparar com mono- ou trissdmicas,
indicam que ndo hd, provavelmente, formagdo de gdmetas férteis a néo
sercomn = 11 en =— 22,

7.2 — GRAOS DE POLEN

Observagdes especiais foram feitas sdbre os grdos de pélen: de
cinco plantas dipléides, cinco triploides e cinco tetrapldides colheram-
se cinco flores de cada uma, devidamente protegidas na véspera da
abertura. Com o potlen de uma fior se preparava uma ldmina com
carmin acético, fazendo-se observagdes individuais de 100 grdos em
cada ldmina.

Os grdos de pélen das plantas tripléides se apresentavam sempre
enrugados, irregulares e vazios de citoplasma, o que confere a essas
plantas completa esterilidade masculina. Nas plantas dipléides e tetra-
pldides ocorrem de 2 a 30% de pélen vazio de citoplasma; nas primei-
ras essa porcentagem se avizinha do limite inferior; nas tetrapléides
avizinha-se de 30% e chega, as vézes, a 40 ou 50%.

As medicoes foram feitas com o auxilic de uma ocular micromé-
trica e referem-se sdbmente aos grdos de pélen arredondados, aparente-
mente normais e que se colorem pelo carmim acético; como éste tipe
de grdos ndo ocorre nos tripldides, as medicdes so foram feitas nos
dipléides e tetraplbides.

Os resultados encontram-se no quadre 2, onde se pode verificar
a média geral de 64,18 micros para as dipléides e 78,53 micros para
as tetrapléides. A diferenca estatistica entre essas médias é altamente
significativa,

Pela andlise estatistica verificou-se que hd maior variabilidade
entre fléres da mesma planta, que entre plantas pertencentes ao mes-
mo tipo (dipldide ou tetrapldide). Essa variabilidade pode ser atribuida
4 ocorréncia de umas poucas fléres que apresentaram uma variagao
extraordindria no tamanho dos griios de pélen; ésse fato foi notado
tanto dentro do grupo das dipléides como dentro do grupo das plantas
tetrapldides e ainda ndo temos para éle uma explicagdo satisfatéria.
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Quapro 2 — Meloncia, variedade Keckley Sweet Leesburg. Médias das medicdes feitas
em 100 grdos de pélen em codo uma das S fldres colhidas: 5 plontas dipldides
e 5 plantas tetropldides

Natureza N9 dg ) Medicges do pblen Média Aé:?‘ﬁ
Jo Plarta por . | para o
planta 1.8 Flor | 2.8Flor | 38 Flor | 42 Flor | 58 Flar | P97 | ‘grupo
1@ 113 1 1% w
Dipléide ........ 1 62,68 62,50 60,95| 65,42| 62,03 62,71
Dipléide ... 2| /4,47 60,01 63,15| 60,80 72,97 64,27
Dipléide ........ 3| 4091 60,30 64.06| 62.27| 63.77| 62.27
Dipléide ._..... 41 A1,68) 61.65) 6194} 63,30, 77,44 65,21
Dipléide ........ 5| 81738| 6853 59.65| 6136 6124 66.41| 64,18
Tetrapléide.... 1| 73.35| 72,41| 82.35| 71.47]|121,51| 84,23
Tetrapldide.__. 21 75,15 72,24| 73,76| 81,06!100,49| 80,52
Tetrapldide.... 3{ 73,53 76,531 72,41 75,47, 729 7417
Tetrapldide ... 4| 7797 | 79,97 73,94} 73,h3 | 89,05 77,41
Tetrapldide.. 5| 7318| 76,85 72/56| 81.38° 77.44| 7629| 78,53

7.3 — NUMEROC E TAMANHQC DOS ESTOMAS

SecBes da epiderme inferior das félhas de melancia podem ser
facilmente destacadas desde que estas estejam comegando a murchar.

As secBes montadas sdbre uma gbta de acetato de celulose em
[dmina de vidro e rocobertas com uma laminula podem ser conservadas
indefinidamente para exame go microscépio.

Com o intuito de observar a correlagdo entre o nimero de cro-
mossomos € o nimero de estomas, colhemos, em duas épocas, material
de cinco plantas de cada nivel de ploidia.

Na primeirg época, tomamos uma félha adulta de cada planta,
realizando contagens em 50 campos de cada félha. Na segunda épo-
ca foram colhidas cinco f8lhas adultas de cada planta efetuando con-
tagens em 20 compos de cada félha. Sempre que possivel as folhas
da segunda época eram colhidas nas mesmas plantas usadas na
primeira.

Tanto rnuma como noutra época houve diferenca significativa
entre as médias encontrados para os trés tipos de planta; nédo houve
diferenca entre os niimeros encontrados nas duas épocas para o mesmo
nivel de ploidia.

Pode-se dizer, portanto, que a correlagdo negativa esperada entre
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o nimero de cromossomos e o nlmero de estomas foi confirmada,
tendo-se achado em média 439, 315 e 245 estomas por mm? respec-
tivamente para as plantas dipldides, triploides e tetrapldides.

Quanto ac tamanho, se bem gque n&o tenham sido realizadas
medigdes com o intuite de se proceder a uma andlise estatistica, obser-
vamos que os estomas sdo maiores nos tetrapldides, médios nos tripldi-
des e menores nos dipléides.

8 — GERMINACAQO DE SEMENTES

Uma experiéncia sébre o poder germinativo das sementes tri- e
tetrapldides foi realizada em setembro de 1958, comparativamente
com as dipldides, t6das colhidas nesse mesmo ano.

Quabro 3 — Melancia, variedade Keckley Sweet Leesburg. Observagfes sibre a ger-
minagdo de sementes di—, tri— e tetrapldides em germinador, a temperatura e
umidade constantes

Sementes
Niants | Cromossomos  semeados] germinadas Germinacdo
29/9 | 2710 | 3/10 | 410 | s/10
nY n.e n.? ne n? no %
.................... ' 22 100 74 20 — — 94
Cit 5263 .. 33 100 10 39 17 8 74
5264 .. 33 100 9 30 23 14 76
5233 ... 44 100 — 44 35 14 93
5240 . 44 100 — 47 29 2 78
5245 .. 44 o8 —_ — 48 6 55
5255 ... 44 100 — — 49 8 57
5257 ... 44 100 — -— 43 9 52
5260 ... 44 100 —_ 30 33 8 71
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Entraram nesta experiéncia apenas as plantas das quais se dis-
punha de maior quantidade de sementes. Assim, 11 tetrapldides e
duas tripléides foram comporadas com a dipldide: a experiéncia foi
realizada em germinador, & temperatura de 30°C e umidade relati-
va de 20%, com 100 sementes de cada planta, distribuidas em parcelas
de 20, ao acaso, pelo germinador.

Como se pode verificar pelo quadro 3, as tripidides e tetrapldides
levaram mais tempo para germinar que as diploides; quanto a porcen-
tagem de germinagdo, sdmente uma das tetrapldides apresentou-a
tdo alta quanto a dipldoide (93% e $49% respectivamente), tddas as de-

mais tri- e tetrapldides apresentaram uma germinagdo que varicu de
52 a 78%.

Tendo-se decidido plantar um campo com tripléides e tetrapléides
ao lado de um outre onde se comparavam diversas variedades dipldi-
des, a semeadura foi feita diretamente nas covas, Notamos entdo que
as sementes dipldides do campo de variedades germinaram quando
cairam as primeiras chuvas, enquanto as tri- e tetrapldides do nosso

Quapro 4 — Melancia, variedade Keckley Sweet Leesburg. Observacdo sébre a ger-
minacdo de sementes tripldides e tetrapldides, semeadas diretamente na cova

NO da Sementes ) i

Cromossemos I _ e Germinacdo

planta G
semeadas germinadas
n.e nt "o o

Cit 5263 ... 33 96 20 21
5264 . 33 192 11 &
5233 44 96 15 16
5240 44 g6 9 9
5245 ... 44 72 3 4
5255 ... 44 72 1 1
5257 44 72 2 3
5260 44 72 3 4
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campo s6 germinaram apods chuvas mais demoradas. Além disso, a
porcentagem de germinacao destas Ultimas foi muito baixa (quadro 4).
Tudo indica, portanto, que as sementes tri- e tetrapldides ne-
cessitam de cuidados especiais para que reproduzam, no campo, o
poder germinativo demonstrade em experiéncias de laboratério.

9 — DISCUSSAO E CONCLUSOES

Frutos partenocdrpicos ocorrem naturalmente em citros, banang,
abacaxi, pepino e muitas ocutras espécies vegetais. Artificialmente, a
partenocarpia tem sido induzida em numerosas plantas (3) pela apli-
cacGo de horménios as flores, suprimindo-se a polinizagéo: ndo ha-
vendo fertilizacdo, os frutos se desenvolvem sem sementes. O pro-
cesso envolve trabalho manual constante e aplicagéio de drogas caras
quais sejam os dcidos indolacético, indolbutirico, naftalenoacético e
muitas outras. Melancias sem sementes foram primeiramente obtidas
per Wong (11) em 1938, usando os tratamentos quimicos a que nos
referimos.

Por outro lado, a polinizagdo de uma planta por pélen de outra
planta, o qual ndo é capaz de fertiliza-la, pode induzir a formagdo de
frutos sem sementes que se desenvalvem com o estimulo causado pela
polinizagdo. Apenas para exemplificar veja-se a ocorréncia de frutos
partenocdrpicos em Coffea canephore dipldide quando polinizada por
C. canephora tetrapléide (10). O mesmo aconteceu em Citrullus vulgaris
polinizada por C. eolocynthis (1) de igual nimero de cromossomos.
Quando a hibridagéic inter- ou intra-especifica ocorre dande forma-
cdo a plantas tripldides, estas sdo estéreis devido a meiose irregular;
entretanto, se forem devidamente polinizadas, os frutos se desenvol-
vem e sdo partenocdrpicos pela falta da fertilizagGo. A esterilidade
dos autotripldides obtidos na melancia foi aproveitada na prédtica e
com sucesso pelos japonéses (5). Hoje a quantidade de sementes tri-
pléides exportadas para os EE.UU. da América do Norte é uma fonte
de délares para o Japdo (4). _

Tendo planejado a obtengdo de tripléides de melancia, o nosso tra-
balho consistiu na duplicagéo do niimero de cromossomos de uma varie-
dade dipldide e em seguida na hibrida¢Go da tetrapléide com a dipléi-
de. Vencidas as dificuldades; tanto materiais como técnicas, obtive-
mos vdrias linhagens tetrapléides e sintetizamos diversos triploides.
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Nem todos os frutos tripldides, no entanto, eram completamente
desprovidos de sementes, sendo que uma mesma planta produziu fru-
tos sem sementes, frutos com sementes atrofiadas e comestiveis e
frutos com sementes atrofiodas mas ndo comestiveis.

Os autores japonéses (5, 6) também usaram idéntico processo
para obtengdo da melancia sem sementes. Encontraram a mesma di-
ficuldade com relagfo @ um certo ndmero de sementes “chdchas” for-
madas nos frutos em vez de sementes completamente abortadas e
comestiveis (2, 7).

Ndo temos conhecimento, por meio da literatura, de como teriam
os japonéses vencido essa dificuldade. Conhecemos trés dos seus tri-
pléides: 1) Fumin x Miagko No. 3; 2) Yamato x Miako No. 3; 3)
Yamato x Asahi Yamato cujas sementes nos foram cedidas gentilmen-
te pelo Dr. Norie Kondo, em 1955. Tivemos oportunidade de semear
algumas e de verificar o pequenoc numero de sementes chbchas nos
frutos tripldides. Além disso, pudemos notar que se trata de plantas
bem resistentes d antracnose.

Se a qualidade do pélen usado para polinizar as fléres tripldides
tem alguma influéncia sébre o aparecimente em maior ou menor
numero de sementes chdchas, ndo se sabe; mesmo as experiéncias
feitas por Furusato e Miyasawa (2) ndo permitiram uma concluséo
a respeito.

Ensaios a serem realizades, possivelmente esclareceréio éste pro-
blema; da mesma forma, hd necessidade de experimentos para a so-
lugdo do problema referente ao aproveitamento total da poténcia ger-
minativa das sementes tri- e tetrapldides.

As observagbes realizadas quanto ao numero de frutos por planta
e nimero de sementes por fruto, conduzem & conclusdo de que no
prosseguimento désses estudos devem se encontrar tetrapldides que
apresentem capacidade de combinagdo superior para a produgdo de se-
mentes hibridas.

Vencidas mais essas etapas de trabalho, estaremos em condigdes
de oferecer aos servigos técnicos oficiais sementes de linhagens que
deverdo ser multiplicadas; a producdo das sementes hibridas se fard
em campos de tetrapldides com linhas dipldides entremeadas; as fléres
masculinas das plantas tetrapldides deverdo ser eliminados, sé sendo
permitida a polinizagdo natural, pelo pélen dos dipléides.
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O lavrador, por seu lado, semeard as sementes tripléides e de
espago a espaco, uma linha de dipléides. Néo precisard qualquer tra-
balho adicional; a polinizacdo das tripldides e subseqiiente formagdo
dos frutos sem sementes, dependerd Unicamente do transporte do pélen
das plantas diploides, pelo vento e pelos insetos.

ARTIFICIAL POLYPLOIDY IN THE PRODUCTION OF SEEDLESS WATERMELONS
(CITRULLUS VULGARIS SCHRAD.)

SUMMARY

Watermelons (Citrullus vulgaris Schrad.) are in general provided with numerous
seeds: large in the “American” varieties and small in the “Japonese” vorieties.

Triploids (2n=33) of the “Japanese” varieties are already under cultivation by
American faormers who import the hybrid seeds from Japan and seedless fruits are
being produced in ever increasing amounts.

In Brazil the Japanese diploid (2n=22} varieties are cnly of recent introduction;
among the American varieties (2n—22}, "Keckley Sweet” is one of the best known
and preferred for its good taste. For the obtention of seedless watermelons it seemed
advisable to start the work with such a variety because of its commercial significance.

The first step was the obtention of tetraploids {2n=44); the adopted method
consisted in the treatment of germinating seeds in an aqueous colchicine solution;
best results were achieved using an 0.19% solution for 8 to 12 hours.

The tetraploids are of more stunted growth, with larger leaves and flowers; the
fruits are smaller, round and few-seeded.

In attempting to cross tetraploids with diploids, successfull results were obtained
when ¢ 4n flowers were pollinated with pollen from 2n plants. Tripleid (2n=33}

plants, obtained from hybrid seeds, were completely male sterile but set fruits when
pollinated with pollen from 2n plants.

The triploid plants are somewhat intermediate between di— and tetroploids as to
the size of leaves and growth habit; the fruits are less elongated than in the diploids
and not round os in the tetraploids. Some fruits are seedless, i.e. with aborted seeds
that can be eaten together with the pulp; others show from few to many empty seeds
which are flacid, but not quite fit to be eaten.

Comparative studies have been made of pollen, stomata and seeds of 2n, 3n
and 4n plants.

Studies are in progress to solve some problems encountered in the mass pro-
duction and germination of tetraploid and triploid seed; up to now they are handicops
to the commercial utilization of these “seedless watermelons”.
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Meta C.T.

Flor: lem Fruto- 10cm. Semente: lem,

Melancia, variedade Keckley Sweet Leesburg. 4 a C — Fléres masculinas e femininas,
frutos e sementes respectivamente tetrapldides, triploides e dipldides. As setas in-
dicam o modo de obtencao das sementes tripldides (B, d) que irdo produzir o
fruto (Bc) sem sementes. .
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A
B
i itaC.T
/ / (S
Melancia, variedade Keckley Sweet Leesburg. 4 — Semente em germinacGo, subme-
tida ao tratamento de colquicina a 0,1 % durante 17 horas; B — testemunha,

que permaneceu em &gua por um tempo igual; a e b, aspectos que elas apresen-
tam aos 3 e 10 dias apés o tratamento. (Tamanho natural).
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tAelancia, variedade Keckley Sweet Leesburg. 4 a C — Sementes em germinacac
submetidas ao tratamento de colquicina a 0,1% durante 3, 8 e 12 horas, res
pectivamente; « e b, aspetos que elas apresentam aos 3 e 10 dias apés o trata-
mento (Tamanho natural).





