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Germinagao e propagacao in vitro de porongo

In vitro germination and propagation of bottlegourd

Dilson Antdnio Bisognin' André Luis Lopes da Silva" Micheli Angélica Horback"
Junior Girotto" Cicero Jodo Barriquello'

RESUMO

O objetivo foi desenvolver um protocolo de
germinacgdo e propagacdo in vitro de porongo (Lagenaria
siceraria). Foram conduzidos experimentos de desinfestacdo e
germinacdo de sementes inteiras e sem tegumento. O meio MS
suplementado de 30g L* de sacarose foi utilizado para a
propagacdo de explantes cotiledonares, apices caulinares e
segmentos nodais. Sementes inteiras de porongo somente
germinaram sobre papel germitest. Sementes sem tegumento,
desinfestadas pela imersdo em alcool 70% por 1min. e em
solucdo de 3 a 4% de hipoclorito de sédio por 10min,
germinaram em meio de cultura contendo agua destilada e
30g L* de sacarose, possibilitando o estabelecimento in vitro
plantulas de porongo. Explantes cotiledonares produzem
brotagbes adventicias, e &pices caulinares e segmentos nodais
crescem e enraizam em meio MS, sem a adicdo de reguladores
de crescimento. A organogénese direta a partir de explantes
cotiledonares associada a regeneragédo de apices caulinares e
segmentos nodais facilita a propagacéo in vitro do porongo,
0 que oferece uma excelente oportunidade para explorar a
cultura de tecidos, entre outras aplicagbes, como ferramenta
auxiliar no melhoramento genético desta espécie.

Palavras-chave: Lagenaria siceraria, desinfestacdo,
micropropagacao, 6-benzilaminopurina.

ABSTRACT

The objective was to develop a protocol of ‘in
vitro’ germination and propagation of bottlegourd (Lagenaria
siceraria). Experiments of ‘in vitro’ disinfestation and
germination were carried out with intact seeds and seeds without
tegument. Cotyledonary explants, apical and nodal segments
were propagated in MS medium, supplemented with 30g L of
sucrose. Bottlegourd intact seeds only germinated on germitest

paper. Seeds without tegument, disinfected in alcohol 70% for
1min. and sodium hypochlorite (3 to 4%) for 10min.,
geminated in a culture medium of distilled water and 30g L* of
sucrose, making possible the ‘in vitro’ establishment of
bottlegourd seedlings. Cotyledonary explants produce
adventitious shoots and apical and nodal segments grow and
root in MS medium without growth regulators. Direct
organogenesis of cotyledonary explants and regeneration of
apical and nodal segments make easy bottlegourd ‘in vitro’
propagation and offer a good opportunity to use tissue culture
as a complementary tool for breeding and genetics or other
applications.

Key words: Lagenaria siceraria, disinfection, micropropagation,
6-benzilaminopurin.

INTRODUCAO

O porongo (Lagenaria siceraria),
pertencente a familia Cucurbitaceae, é usualmente
cultivado para a fabricagdo de cuias, constituindo uma
importante fonte de renda para pequenos agricultores
do Rio Grande do Sul. A cuia é o recipiente utilizado
para o preparo do chimarrdo, bebida originaria dos
nativos do sul da América Latina e ainda hoje muito
apreciada (BISOGNIN & MARCHEZAN, 1988). A
excelente tolerancia a baixa temperatura e a alta
resisténcia a patdgenos de solo possibilita que o
porongo seja utilizado como porta-enxerto de melancia
(Citrullus lanatus) e abobora (Cucurbita pepo) em
ambientes protegidos (HAN et al., 2004).
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O estabelecimento de um protocolo de
propagacdo possibilita a realizagao de diversos estudos
in vitro, com diversas aplicacfes agrondmicas. Foi
demonstrado em Momordica charantia que a inducéao
in vitro de flores masculinas possibilita a produgdo de
anteras axénicas (WANG et al., 2001). A cultura de
anteras permite a obtencdo de plantas haploides
androgenéticas, 0 que permite a obtencdo de linhagens
homozig6ticas em uma Gnica etapa (ANDRADE, 1998).
No caso do porongo, a homozigose é de extrema
importancia para a fixa¢do do carater do formato do
fruto, que é determinante para a indUstria de cuia e,
neste caso, para o valor comercial da producéo. As
populacdes de polinizagdo aberta utilizadas de porongo
apresentam grande diversidade genética para formato
de fruto (BISOGNIN & MARCHEZAN, 1988;
BISOGNIN & STORCK, 2000) e uma baixa percentagem
de frutos industrializdveis (BISOGNIN &
MARCHEZAN, 1988).

Resultados satisfatorios tém sido obtidos
com a propagacao in vitro de outras espécies de
cucurbiticeas, como pepino (Cucumis sativus)
(SAPOUNTZAKIS & TSAFTARIS, 1994), ab6bora
(PINK & WALKEY, 1984), melancia (BARNES, 1979) e
meldo (Cucumis melo) (JAIN & MORE, 1992;
SPETSIDIS etal., 1996). Na cultivar “Pusa Madhuras”
de mel&o, explantes cotiledonares podem formar calos
e regenerar brotacdes e epicotilos com apices e gemas
axilares também regeneram brotacdes (JAIN & MORE,
1992). O meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) tem sido o mais utilizado sendo, em alguns casos,
necessaria a adicdo de reguladores de crescimento.
Explantes de segmentos nodais e apices caulinares,
oriundos de brotagdes adventicias de mogango (C.
pepo), cresceram e enraizaram em meio MS sem
reguladores de crescimento (SILVAet al., 2006). Ja no
hibrido de meléo “Galia”, a adi¢do de 2,0mg L™ de 6-
benzilaminopurina (BAP) ao meio de cultura aumentou
0 nimero de brotagdes produzidas em gemas axilares
ou a adigdo de 0,1mg L™ de &cido indolacético (AlIA)
aumentou o nimero de brotos produzidos. Entretanto,
0s brotos regenerados alongaram e enraizaram em meio
de cultura sem a adicdo de reguladores de crescimento
(SPETSIDIS etal., 1996).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver
um protocolo de germinacéo e propagagéo in vitro de
porongo.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no
Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento de Plantas,
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de
Santa Maria, Rio Grande do Sul. Todos os cultivos

foram mantidos em sala de crescimento com a
temperatura de 25°C + 3°C e fotoperiodo de 16h. A
intensidade luminosa foi de aproximadamente 14,3uE
m2 s, obtida por lampadas brancas fluorescentes. As
sementes foram inicialmente fermentadas a 25°C por
72h, na proporg¢do de uma parte de semente e placenta
para cinco partes de agua (BISOGNIN etal., 1997). Para
agerminagdo in vitro, foram utilizadas sementes inteiras
e sem tegumento.

A desinfestacdo das sementes inteiras foi
feita por imerséo em alcool 70% durante 3min, lavadas
trés vezes com &gua destilada e autoclavada, imersas
novamente numa solugéo 2,5% de hipoclorito de sédio
(NaOCl) por 10, 20, 30 e 40min e lavadas trés vezes em
agua destilada e autoclavada. As sementes foram
inoculadas em meio de cultura ou sobre quatro camadas
de papel germitest. O meio de cultura foi constituido
de 4gua destilada e 30g L* de sacarose, solidificado
com 7g L de agar e pH ajustado para 5,7. Sementes
inteiras imersas em NaOCI por 40min também foram
inoculadas sobre papel germitest, previamente
umedecido com &gua destilada nas proporcdes de 2,5;
5,0; 7,5 e 10,0 vezes a massa fresca do papel e
autoclavado. A unidade experimental foi um frasco de
10mL, contendo 2mL de meio de cultura ou as quatro
camadas de papel gemitest e uma semente. Foram
avaliadas as percentagens de desinfestagdo e
germinagdo das sementes aos 15 dias apds a inoculacéo.
O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com quatro repetigdes de 25 sementes.

Sementes inteiras submetidas a fermentacéo
e embebicdo por 72h tiveram o tegumento removido
com o auxilio de pingas. Para a desinfestacdo, as
sementes sem tegumento foram imersas em alcool 70%
durante 1min e em solucdo de NaOCI de diferentes
concentracOes e tempos de imersdo. Apds a imersao
em alcool e NaOCl, as sementes sem tegumento foram
submetidas a trés lavagens em &gua destilada e
autoclavada. Foram avaliadas as concentragdes de
NaOCl de 1,2, 3 e 4% com os tempos de imersdode 5 e
10min e as concentracdes de NaOCI de 3 e 4% com 0s
tempos de imersdo de cinco, 10 e 15min. Para a
germinacéo, as sementes foram inoculadas em meio de
cultura constituido de agua destilada e 30g L de
sacarose, solidificado com 7g L de agar e pH ajustado
para 5,7. Aunidade experimental foi um frasco de 10mL,
contendo 2mL de meio de cultura e uma semente sem
tegumento. Foram avaliadas as percentagens de
desinfestacdo e germinacdo das sementes aos 15 dias
apos a inoculagdo. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes de 25
sementes.

Para a propagacdo in vitro, foram avaliados
os explantes de cotilédones, &pices caulinares e
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segmentos nodais inoculados em meio MS
suplementado com 30g L de sacarose, solidificado
com 7g L' de agar e pH ajustado para 5,7. Cotilédones
inteiros de plantulas com 20 dias apds a semeadura
foram usados como explantes para a inducéo de
brotagdes adventicias. Os tratamentos consistiram das
concentracOes de zero (testemunha), 1, 2 e 3mg L de
BAP no meio MS. Aunidade experimental foi um frasco
de 10mL, contendo 2mL de meio de cultura e um Unico
explante. Aos 15 dias de cultivo, foram avaliados o
numero e a percentagem de brotagdes adventicias
formadas por explante cotiledonar e a percentagem de
explantes com raizes e 0 nimero de raizes por explante.
O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes de dez explantes.
Apices caulinares e segmentos nodais de 1,
2 e 3cm de comprimento, oriundos de plantulas com

aproximadamente 30 dias, foram cultivados em meio
MS. A unidade experimental foi um frasco de 10mL,
contendo 2mL de meio de cultura e um Unico explante.
Aos sete, 14, 21 e 28 dias foram avaliados o
comprimento da parte aérea e de raizes e a massa fresca
total. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢des de 20 explantes de
1cm e de 10 explantes de 2 ou 3cm de comprimento.
Os dados foram submetidos a anélise de
variancia e as médias comparadas por regressao
polinomial, a 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O aumento do tempo de imersdo de

sementes inteiras de porongo em solucdo de NaOCI
2,5% ndo afetou a percentagem de desinfestagédo
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Figura 1 - Percentagens de desinfestacdo (A) e germinagdo (0) in vitro de sementes
inteiras de porongo inoculadas em meio de cultura (A) ou sobre papel
germitest umedecido com agua destilada em diferentes proporcdes (B).
Santa Maria, RS, 2005.
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(Figura 1A). Sementes inteiras de porongo ndo
germinaram em meio de cultura. A inoculagdo de
sementes inteiras sobre papel germitest com diferentes
proporg¢des de agua ndo afetou a desinfestacdo e
aumentou a percentagem de germinagdo com a maxima
proporcédo de agua estimada em 6,2 vezes a massa de
papel (Figura 1B).

A reducdo da pressao osmotica do meio de
cultura poderia ser uma alternativa para a germinagao
de sementes inteiras de porongo. Pressdo osmotica
muito alta limita a absor¢do de agua, sendo que a
diluicdo aumenta a disponibilidade de agua e reduz a
oxigenagdo (TAIZ & ZEIGER, 2004). No entanto, a
reducdo da pressdo osmotica do meio de cultura até a
concentragdo de agar de 1g L ndo possibilitou a
germinacdo de sementes inteiras (dados néo
apresentados). Sementes inteiras de porongo
germinaram in vitro quando inoculadas sobre quatro
camadas de papel germitest, sendo que a proporcéo de
agua e o periodo de cultivo tém que ser considerados
para a avaliacdo. Aos 13 dias de cultivo, a propor¢édo
de 6,2 vezes a massa de papel foi a que apresentou 0s
melhores resultados. A proporcdo de 2,5 vezes,

recomendada para o teste padrdo (BISOGNIN et al.,
1991), é muito baixa para a germinag&o in vitro, pois
grande parte da &gua fica aderida as paredes do vidro
ao invés de estar em contato com as sementes. O tempo
de 13 dias de cultivo para avaliar a germinagdo in vitro
pode ser considerado elevado se comparado com oito
dias do teste padrdo de germinacdo (BISOGNIN et al.,
1991).

Sementes sem tegumento germinaram em
meio de cultura em todas as concentragdes e tempos
de imersdo em NaOCl avaliados (Figura 2). O aumento
das concentracfes de NaOCI da solugdo entre 1 e 4%
incrementaram a desinfestacdo das sementes, para
todos os tempos de imersdo. No entanto, o aumento
da concentracdo de NaOCI incrementou a percentagem
de germinagdo até a concentracdo de 3% somente
guando as sementes foram imersas por 10min. Pelo fato
de que a percentagem de desinfestacdo foi superior na
concentracdo de NaOCI de 3% em relagdo a de 2%,
somente as concentracdes de 3 e 4% foram novamente
avaliadas para determinar o melhor tempo de imers&o.
N&o houve diferenga significativa entre as
concentrages da solucéo de NaOCI de 3 e 4%, porém,
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Maria, RS, 2005.
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o tempo de imersdo afetou tanto a desinfestagdo
guando a germinacdo das sementes. A desinfestacéo
das sementes sem tegumento aumentou com o tempo
de imersdo, porém, a imersdo por 15min afetou
negativamente a germinagdo devido ao efeito toxico
do cloro. As diferencas de germinacéo entre os lotes
de sementes utilizados nos dois experimentos podem
ser atribuidas a qualidade fisiologica devido a época
de extracdo e ao tempo de armazenamento (BISOGNIN
etal., 1999).

O tegumento da semente pode ser
considerado como uma barreira para a absorcdo de
agua, pois, no momento da germinacdo, as sementes
inteiras de porongo apresentaram 43,4% e o embrido
apenas 30,3% de umidade (BISOGNIN et al., 1997).
Nesse caso, a remocdo do tegumento facilitaria a
germinagéo in vitro das sementes em meio de cultura.
A remogdo mecénica do tegumento é facilitada pela
fermentacdo, pela embebicdo e pelo tamanho das
sementes de porongo, como também demonstrado em
melancia (COMPTON, 2000). A remogéo também pode
facilitar a desinfestagdo das sementes antes da
inoculacdo em meio de cultura devido a eliminag&o dos
patégenos associados ao tegumento. Tanto para a
desinfestacdo quanto para a germinagéo, o tempo de
imersdo das sementes sem tegumento foi mais
importante do que a concentracdo da solugéo de NaOCI
utilizada, pois em todas as concentragdo utilizadas a

imersdo por 10min foi superior a de 5min. Além disso,
quando as sementes foram imersas por 5min, 0 aumento
da concentragdo da solucdo de NaOCI até 4% ndo
incrementou a germinacdo, porém, a imersdo por 15min
afetou negativamente a germinacéo. Portanto, sementes
sem tegumento de porongo podem ser desinfestadas
pela imersdo por 1min em alcool 70% e por 10min em
solucdo de NaOCI nas concentrac8es de 3 a 4% para
proporcionar o estabelecimento in vitro de plantulas
de porongo.

Independente da concentracdo avaliada, a
adicdo de BAP ao meio de cultura MS ndo aumentou o
nimero de brotagdes adventicias e de raizes formadas.
Também nédo houve aumento da percentagem de
explantes cotiledonares com brotagdes adventicias e
de raizes adventicias (Figura 3). Em média, 73% dos
explantes cotiledonares produziram brotacdes
adventicias, com uma média de 1,1 brotagdo por
explante. Esses resultados discordam, em parte, dos
resultados obtidos por HAN et al. (2004) com a cultivar
de porongo Partner. A regeneragdo de explantes
cotiledonares foi de 52,4% com uma média de 3,5
brotagdes por explante, obtidas somente com a adi¢do
de 3mg L* de BAP. A adi¢do de BAP aumentou a
percentagem de explantes com brotacdes adventicias
em algumas espécies de cucurbitdceas, como em
mogango (SILVAet al., 2006), na cultivar “Ma’yan” de
C. pepo (ANANTHAKRISHNAN et al., 2003) e nas
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cultivares “Yellow Queen”, “Yellow King” e “AF-222”
de meldo (STIPP et al., 2001). BrotagGes adventicias
também foram induzidas sem a adicéo de reguladores
de crescimento nas cultivares “Inodorus” (STIPP et
al., 2001) e “Galia” de meloeiro (SPETSIDIS et al., 1996)
e “Surme” de melancia (PIRING et al., 2003). Além das
diferengas genéticas entre espécies de cucurbitaceas,
variagGes entre 21,9 a 80,7% de explantes cotiledonares
com 1,6 a 3,5 brotagBes adventicias por explante foram
observadas em cinco cultivares de porongo (HAN et
al., 2004). O fato de que 73% dos explantes

cotiledonares produzem brotagdes adventicias e que
cada explante produz em média 1,1 brotacéo sem adigéo
de reguladores de crescimento ao meio MS é de extrema
importéncia para a propagacéo in vitro do porongo,
pois um grande nimero de explantes de apices
caulinares e de segmentos nodais podem ser
produzidos a partir de explantes cotiledonares.
Independente do tamanho dos explantes
avaliados, &pices caulinares e segmentos nodais
cresceram e formaram raizes em meio MS (Figura4). A
andlise dos dados aos 28 dias de cultivo mostrou
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interacdo significativa entre tipo (apices e segmentos
nodais) e tamanho (1, 2 e 3cm) de explantes para todas
as variaveis avaliadas. A massa fresca total produzida
pelos explantes de segmento nodal (0,634g) foi superior
aquela produzida pelos &pices caulinares (0,5919).
Quanto maior o explante de &pices caulinares e de
segmentos nodais maior foi a produgéo de massa fresca
total da plantula. Para o comprimento da parte aérea,
os explantes de apices caulinares cresceram mais
(6,7cm) do que os segmentos nodais (5,9cm), sendo
que quanto maior o explante maior foi o crescimento
em meio MS. Ja o crescimento das raizes em meio MS
foi similar para os explantes de segmentos nodais e
apices caulinares, sendo que o tamanho de explante
foi importante somente para segmentos nodais.

O aumento do tamanho dos explantes, tanto
de apices caulinares quanto de segmentos nodais,
incrementou a massa fresca total e o comprimento da
parte aérea das plantulas, porém somente os segmentos
nodais incrementaram o crescimento das raizes, fazendo
com que 0s segmentos nodais produzissem maiores
quantidades de massa fresca total que os é&pices
caulinares. Além disso, todos os tipos e tamanhos de
explantes avaliados enraizaram em meio MS, o que em
mogango somente foi observado em apices caulinares
maiores que 2,5cm (SILVA et al., 2006). O maior
crescimento observado nos &pices caulinares pode
estar associado ao nivel endégeno de auxinas,
responsaveis pelo alongamento e crescimento de
caules (TAIZ & ZEIGER, 2004). O percentual de
enraizamento pode ser aumentado com a de adi¢éo acido
naftalenoacético (ANA) (COMPTON & GRAY, 1993;
PIRINC et al., 2003) ou acido indolbutirico (AIB)
(THOMAS & SREEJESH, 2004) ao meio de cultura.

O porongo pode ser propagado in vitro a
partir de &pices caulinares e segmentos nodais sem a
adicdo de reguladores de crescimento ao meio de
cultura. Para tal, o tamanho e o tipo de explante devem
ser considerados, apesar de que tanto explantes de
apices caulinares quanto de segmentos nodais a partir
de 1cm de comprimento podem ser utilizados. A
organogénese direta a partir de explantes cotiledonares
associada a regeneracdo de pequenos explantes de
apices caulinares e de segmentos nodais amplia ainda
mais a possibilidade de propacéo in vitro do porongo,
0 que oferece uma excelente oportunidade para explorar
a cultura de tecidos como ferramenta auxiliar no
melhoramento genético desta espécie.

CONCLUSOES

A retirada do tegumento facilita a
desinfestacdo e a germinago in vitro de sementes de

porongo. A imersdo de sementes sem tegumento em
alcool 70% por 1min e em solucdo de 3 a 4% de
hipoclorito de sddio por 10min e a germinagdo em meio
de cultura contendo agua destilada e 30g L* de
sacarose possibilita a producdo de plantulas assépticas
de porongo. Explantes cotiledonares produzem
brotagdes adventicias e apices caulinares e segmentos
nodais crescem e enraizam em meio MS sem a adi¢do
de reguladores de crescimento.
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