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RESUMO GERAL

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria

GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES E MORFOGENESE DE
PORONGO (Lagenaria siceraria (Mol.) Standl.) E MOGANGO
(Cucurbita pepo L.)

Autor: André Luis Lopes da Silva
Orientador: Dilson Anténio Bisognin
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 04 de marco de 2005.

O estabelecimento e a germinacgéao in vitro suprem explantes em grande quantidade
para a organizacao de experimentos em morfogénese, a qual apresenta muitas
aplicacoes, tais como a inducéao de flores in vitro, a obtencao de plantas haploides e
duplo-hapléides, a propagacao clonal em massa, a embriogénese somatica, entre
tantas outras. O objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos que permitam o
estabelecimento e a germinagdo in vitro das espécies de porongo (Lagenaria
siceraria (Mol.) Standl.) e mogango (Cucurbita pepo L.) para subsidiar pesquisas em
morfogénese. Foram realizados testes com alcool 70% e NaOCI (Hipoclorito de
s6dio) para a desinfestacao de sementes e investigados varios fatores envolvidos na
germinacao in vitro, tais como pressao osmoética, fotoblastismo, presenca do
tegumento, adicdo de auxinas, tempo de embebicdo e escarificacdo. Explantes
cotiledonares foram utilizados para a inducdo de organogénese direta. Apices
caulinares e segmentos nodais foram cultivados em meio MS sem a adigcdo de
reguladores de crescimento. Nenhum dos tratamentos utilizados foi eficiente para
permitir a germinagdo de sementes inteiras de porongo em meio de cultura, porém
houve germinagdo em papel germitest umidecido com 7,5 vezes a massa do papel.
Nao foi verificado fotoblastismo para o porongo. A reducao da pressao osmética nao
aumentou o percentual de germinacdo de porongo e mogango. Apices caulinares e
segmentos nodais de porongo regeneram sem a adicdo de reguladores de
crescimento. Explantes cotiledonares podem ser utilizados para a inducdo de
brotagcdes adventicias, em porongo e mogango, porém a taxa de proliferacao é
baixa.

Palavras-chaves: cotilédones, organogénese direta, morfogénese, cultivo in vitro.
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GENERAL ABSTRACT
Master Thesis
Graduate Program of Agronomy
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

IN VITRO SEEDS GERMINATION AND MORPHOGENESIS OF
BOTTLE GOURD (Lagenaria siceraria (Mol.) Standl.) AND SQUASH
(Cucurbita pepo L.)

Author: André Luis Lopes da Silva
Advisor: Dilson Anténio Bisognin
Date and place of defense: Santa Maria, march 4™ 2005.

The establishment and germination in vitro can supply a high amount of explants to
develop morphogenesis protocols necessary for flowering induction in vitro, haploid
and double-haploid plant production, clonal propagation, somatic embryogenesis
among other applications. The objective was to develop protocols for the
establishment and germination in vitro of bottle gourd (Lagenaria siceraria (Mol.)
Standl.) and squash (Cucurbita pepo L.) species to effort morphogenesis studies.
Seed disinfection treatments were done with ethanol 70% and NaOCI. Seed
germination in vitro was evaluated changing medium-osmotic pressure, light
availability, tegument and auxin presence, imbibition’s time and scarification
methods. Cotyledonary explants were used to induce direct organogenesis. Apical
and nodal segments were grown in MS medium without growth regulators. Bottle
gourd seeds did not germinate in culture medium, but it occurred on four layers of
germitest paper and distilled water in the proportion of 1:7.5 (w/w). Light is not
necessary for bottle gourd seed germination. Osmotic pressure reduction did not
increase bottle gourd and squash germination. Bottle gourd apical and nodal
segments regenerate in culture medium without growth regulators. Cotyledonary
explants of bottle gourd and squash induce aerial growth, but in a low proliferation
rate.

KeyWords: cotyledons, direct organogenesis, morphogenesis, in vitro culture.
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1.0. INTRODUCAO GERAL

As espécies, Lagenaria siceraria e Cucurbita pepo pertencem a familia
Cucurbitaceae. Esta familia consiste de 118 géneros e 825 espécies (JEFFREY,
1990) e esta entre as mais importantes familias de plantas, por produzir suprimento
de produtos comestiveis e fibras Uteis. Espécies de cucurbitadceas sado cultivadas
tanto no velho quanto no novo mundo (BISOGNIN, 2002).

A espécie Lagenaria siceraria € denominada nas regides sulinas do pais
como porongo. A maior importancia esta relacionada com a producdo de cuias,
recipiente para a infusdo da erva-mate (/lex paraquariensis St. Hill.) ou chimarrao,
que é uma bebida tipica da regido sul do Brasil, principalmente do estado do Rio
Grande do Sul. O chimarrao também € muito apreciado nos outros paises do
Mercosul. A producdo de porongo para a industria de cuias representa uma
atividade de renda para pequenos agricultores. O porongo é uma planta bastante
rustica, o que reduz os custos para a implantacao de uma lavoura (BISOGNIN &
MARCHEZAN, 1988).

O porongo apresenta uma grande variabilidade genética, tanto
intrapopulacional quanto interpopulacional, o que ndo descarta a erosao genética
que esta ocorrendo de forma muito acentuada (ESQUINAS-ALCAZAR & GULICK,
1983). A principal causa da erosdo genética € o exbédo rural, onde os pequenos
agricultores abandonam as atividades rurais, vendem as propriedades e migram
para 0s centros urbanos. Até o presente ndao existem programas de melhoramento
genético para o porongo, por ser uma cultura de pouco impacto a nivel de pais,
porém de grande importancia para a agricultura familiar.

O mogango pertence a espécie Cucurbita pepo, que apresenta muita
divergéncia genética, tanto que o género Cucurbita encerra a maior variabilidade
morfolégica existente em todo o reino vegetal. O mogango € uma importante fonte
de vitaminas, sais minerais e fibras. A cultura do mogango também esta envolvida
com a melhoria de renda em pequenas propriedades rurais. Esta cultura apresenta
tolerancia a baixas temperaturas (ESQUINAS-ALCAZAR & GULICK, 1983).

Em termos de melhoramento, existem alguns pequenos programas que

possibilitaram o lancamento de algumas cultivares de mogango que estdo sendo



comercializadas. Mas além disso, a substituicdo de variedades crioulas por
cultivares melhoradas aumenta a erosao genética desta espécie.

As culturas do mogango e do porongo sao bastante regionais. Em funcao
disto, ndo existem muitas pesquisas sobre manejo e variabilidade genética. A
construcdo de bancos de germoplasma € indispensavel para a conservacdo dos
recursos genéticos, os quais podem proporcionar, vinculados as pesquisas e ao
melhoramento genético, uma melhor exploracdo das potencialidades produtivas e
econOmicas destas espécies.

O estabelecimento de uma espécie in vitro representa um avango para o
conhecimento e o desenvolvimento de novas pesquisas como, a elaboracdo de
protocolos que permitam a propagacdao clonal em massa, conservacido de
germoplasma in vitro, floragao in vitro, producdo de plantas homozigotas, producao
de hibridos intergenéricos e transformacao genética. Tais conhecimentos sao
indispensaveis para o desenvolvimento de um programa de melhoramento genético
rapido e eficiente. A germinacao in vitro € uma das condicées essenciais para a
producdo de explantes suficientes para a realizagdo destes estudos.

O objetivo deste trabalho foi produzir conhecimentos sobre a germinagao in

vitro e a morfogénese em porongo e mogango.



2.0. CAPITULO | - GERMINACAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO
DE PORONGO

2.1. Introducao

O porongo (Lagenaria siceraria) pertence a familia Cucurbitaceae, € cultivado
principalmente para a producéo de cuias, sendo uma das principais fontes de renda
para dezenas de pequenos agricultores do Rio Grande do Sul. A cuia € o recipiente
utilizado para o preparo do chimarrdo, bebida de origem indigena, que é um
costume muito difundido no estado (BISOGNIN & MARCHEZAN, 1988). No entanto,
o fruto lenhoso também pode ser utilizado para o artezanato, confeccdes de
utensilios domésticos (bacias, vasos e garrafas) e instrumentos musicais.

O estabelecimento de um protocolo de propagacao possibilita a realizacao de
diversos estudos in vitro, os quais serviriam de subsidios para o desenvolvimento de
novas ferramentas biotecnologicas, com diversas aplicagcbes no melhoramento
genético da espécie. O sucesso de pesquisas em cultura de tecidos vegetais
depende da producdo de um grande numero de explantes. Estes explantes
geralmente sédo supridos a partir da germinacao de sementes in vitro, sendo neste
caso, necessario um alto percentual de germinacéo. As sementes de cucurbitdceas
podem apresentar dorméncia ou germinacao muito lenta (CASALI et al., 1982), por
outro lado, a fermentacdo natural em agua das sementes pode quebrar esta
dorméncia (BISOGNIN et al., 1997). Uma aplicacao do estabelecimento in vitro seria
a indugdo de flores masculinas in vitro para cultura de anteras, cuja grande
vantagem seria a produgdo de anteras axénicas e com alta viabilidade de gréos de
pblen, como demonstrado em Momordica charantia (WANG et al., 2001). A cultura
de anteras é necessaria para a obtencao de plantas hapléides androgenéticas, o
que possibilita a producdo de linhagens homozigéticas em uma Unica etapa
(ANDRADE, 1998).

A homozigose € de extrema importancia para a fixagcao de caracteristicas em
novas cultivares de porongo, como o formato do fruto, que para a industria de cuias
determina o valor comercial da producdo. As populagdes de polinizacdo aberta de
porongo apresentam grande diversidade genética para formato de fruto (BISOGNIN

3



& MARCHEZAN, 1988; BISOGNIN & STORCK, 2000) e uma baixa percentagem de
frutos industrializaveis, sendo que, entre dez populacdes avaliadas, a maior
percentagem foi de apenas 73% (BISOGNIN & MARCHEZAN, 1988). Desta forma, o
desenvolvimento de novas cultivares seria facilitado pela obtencdo de plantas
homozigotas para este caréater.

Técnicas in vitro para a propagacao clonal tem apresentado bons resultados
em outras espécies de cucurbitdceas como Cucumis sativus (HANDLEY &
CHAMBLISS, 1979; SAPOUNTZAKIS & TSAFTARIS, 1994), Cucurbita pepo (PINK
& WALKEY, 1984), Citrullus lanatus (BARNES, 1979) e Cucumis melo (JAIN &
MORE, 1992; SPETSIDIS et al., 1996). Véarios explantes de C. melo cultivar Pusa
Madhuras possuem alta capacidade de diferenciacdo. Hipocétilos com &apices
meristematicos podem regenerar brotos. Gemas axilares podem apresentar
regeneracao direta (JAIN & MORE, 1992). No hibrido “Galia” de C. melo, gemas
axilares produziram até 2,5 brotos por explante.

Varios protocolos de cultivo in vitro foram estabelecidos para diversas
espécies da familia Cucurbitaceae utilizando explantes cotiledonares. Tais
protocolos estabelecidos seguem rotas embriogénicas e/ou organogénicas. A
organogénese indireta foi reportada em Cucumis melo cv. Pusa Madhuras e em
Benincasa hispida (THOMAS & SREEJESH, 2004) onde folhas cotilédonares
formaram calos, 0os quais posteriormente regeneraram gemas € brotos (JAIN &
MORE, 1992). No entanto, o processo de organogénese direta, onde gemas e
brotagcdes sdo formadas sem um prévio estadio de calo, foi descrita em Citrullus
lanatus (COMPTON & GRAY, 1994) e Cucurbita pepo (ANANTHAKRISHNAN et al.,
2003). A embriogénese indireta foi demonstrada em Cucumis sativus (LOU et al.,
1996) e em Cucumis melo (NAKAGAWA et al., 2001).

O meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) tem sido o mais
utilizado em estudos com espécies de cucurbitaceas. Em alguns casos, foi
necessaria a adigcdo de reguladores de crescimento, como em Cucumis melo hibrido
Galia, onde niveis de 6-benzilaminopurina (BAP) e de &acido indolacético (AlA)
afetaram o numero de brotos produzidos em gemas axilares. O alongamento e
enraizamento de brotos regenerados deste hibrido foram obtidos sem a adicao de
reguladores de crescimento ao meio de cultura (SPETSIDIS et al., 1996).

As auxinas promovem a biossintese de giberelinas. As giberelinas estao

envolvidas com algumas etapas da germinacao das sementes, como a ativacdo do
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crescimento vegetativo do embrido e o enfraguecimento da camada do endosperma
que envolve o embrido, que restringe o crescimento e a mobilizacdo das reservas
energéticas do endosperma (TAIZ & ZEIGER, 2004). Também tem se atribuido as
auxinas a biossintese do etileno, o qual possui um efeito de quebrar a dorméncia de
sementes e iniciar a germinagdo em algumas espécies, como de cereais. Isso
justifica o fato de que o etileno aumenta a germinacdo de sementes de diversas
espécies (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver um protocolo de germinacao e
estabelecimento in vitro de porongo e determinar a influéncia do &cido
naftalenoacético (ANA) e do acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) na germinacao,

inducao de calogénese e enraizamento in vitro de sementes.

2.2. Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia Aplicada
a Producédo Vegetal do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Santa Maria. Todos os cultivos foram mantidos em sala de crescimento com a
temperatura de 25°C + 2°C e fotoperiodo de 16h., sob intensidade luminosa de

aproximadamente 20uM m® S™', obtidas por lampadas brancas fluorescentes.

2.2.1. Germinacao in vitro de sementes

As sementes utilizadas para os experimentos foram fermentadas a 25°C por
72h, na proporcao de uma parte de semente e placenta para cinco partes de agua
(BISOGNIN et al., 1997). Foram realizados estudos com sementes inteiras e
desprovidas de tegumento. Para os estudos de germinacéo in vitro foram utilizadas

sementes da populacdo Casco Fino Caciquense (SILVA et al., 2002).
2.2.1.1. Desinfestacao de sementes inteiras e sem tegumento

A desinfestacdo das sementes inteiras foi feita por imersdo em uma solugéao
de 70% de élcool durante 3min, seguido de trés lavagens com agua destilada e
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autoclavada. As sementes foram entdo imersas em uma solucao de 2,5% de NaOCI
por 10, 20, 30 ou 40min, seguido de trés lavagens em agua destilada e autoclavada.
A desinfestacdo de sementes sem tegumento foi feita por imersdo em uma solucéao
de 70% de élcool durante 1min, seguido de trés lavagens com agua destilada e
autoclavada. Apoés a desinfestacao inicial, o tegumento foi removido com o auxilio de
pingcas e as sementes sem tegumento imersas em uma solu¢do de 70% de alcool
durante 1min, seguido de trés lavagens com agua destilada e autoclavada. As
sementes sem tegumento foram entdo imersas em uma solucao de 2,5% de NaOCI
por 3, 6, 12 ou 24min, seguido de trés lavagens em agua destilada e autoclavada.
Tanto as sementes inteiras quanto sem tegumento foram inoculadas em meio
contendo agua destilada, 30g L' de sacarose e 7g L' de agar. As avaliagdes foram
realizadas apés 15 dias de cultivo in vitro.

Para todos os demais experimentos a desinfestacdo das sementes inteiras foi
realizada da mesma forma como citada no paragrafo acima, porém o tempo
determinado de imersdao em solucdo de 2,5% de NaOCI foi 40min e para a

desinfestagdo de sementes sem tegumento foi 6min.

2.2.1.2. Determinacgéao de fotoblastismo

Para verificar a ocorréncia de fotoblastismo, foram cultivados um lote de
sementes sem tegumento em meio de cultura sob condigbes de luminosidade
(cdmara de crescimento com fotoperiodo) e outro lote no escuro, foram utilizadas
sementes sem tegumento. As avaliagbes foram realizadas apds 15 dias de cultivo in

vitro.

2.2.1.3. Efeitos da escarificacdo por picotes na germinacéo in vitro de sementes

inteiras

Para induzir a germinacao in vitro de sementes inteiras foram verificados os
efeitos da escarificacdo das mesmas com quatro tipos de picotes, (1) um picote
realizado na regido proximal da radicula, (2) um picote realizado na regiao proximal
da radicula e outro na distal, (3) dois picotes realizados na regido distal da radicula e
(4) um picote realizado na regido distal da radicula (Figura 1). O meio de cultura foi



constituido de agua destilada, 30 g L™ de sacarose e 7 g L' de agar. As avaliacdes
foram realizadas apés 30 dias de cultivo in vitro.

Figura 1. Escarificacdo de sementes de porongo por picotes (as barras representam onde os picotes
foram realizados). Santa Maria, RS, 2004.

2.2.1.4. Efeitos da reducao da pressao osmaética na germinacao in vitro de sementes

inteiras

Também foram verificados os efeitos de meio de cultura de reduzidas
pressoes osméticas, constituidos de agua destilada solidificada com 1,2, 3,4 e 6g L
' de agar. Para a manipulacdo da pressdo osmética foi utilizado a adicdo de agar
como soluto em agua destilada, pois quanto maior a concentracao de soluto (agar),

maior sera a pressao osmébtica.
2.2.1.5. Efeitos da embebicdo na germinacgéao in vitro de sementes
Foram verificados os efeitos da embebicao das sementes inteiras com agua
por 9, 12, 15 ou 18 horas antes da inoculacdo em meio contendo 4g L™ de agar. As
avaliacOes foram realizadas apds 30 dias de cultivo in vitro.
2.2.1.6. Germinacao de sementes inteiras in vitro sobre papel germitest umedecido
Sementes inteiras também foram cultivadas in vitro sobre quatro camadas de

papel germitest umedecidos com 2,5, 5,0, 7,5 e 10 vezes a massa do papel. O
percentual de germinacao foi avaliado apds 13 e 30 dias de cultivo.



2.2.2. Influéncia das auxinas na germinagao in vitro

A desinfestacdo das sementes inteiras foi realizada da mesma forma como
citada em item anterior, porém o tempo de imersdo em solucdo de NaOCI 2,5% foi
40min e para a desinfestacdo de sementes sem tegumento foi 6min. Foram testadas
sementes inteiras e sem tegumento. O meio de cultura utilizado foi o0 meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com 30g L' de sacarose e
solidificado com 7g L' de agar. O pH foi ajustado para 5,7. Os tratamentos
consistiram de concentracdes de 0; 0,1; 0,25; 0,5 e 1,0mg L™ de ANA ou de 2,4 D
adicionados ao meio de cultura. Foram avaliadas a percentagem de sementes
germinadas, a percentagem de calogénese formada em sementes que nao
germinaram e a percentagem de inducado de calogénese em tecidos de plantulas
germinadas. A avaliacdo da percentagem de germinacéao foi realizada apds 22 dias
e a de calogénese apds 60 dias de cultivo in vitro.

2.2.3. Propagacéo in vitro

2.2.3.1. Cultura de apices caulinares e segmentos nodais

Plantulas originadas de sementes sem tegumento germinadas em meio
constituido de &4gua destilada, suplementado com 30 g L™ de sacarose e 7 g L™ de
agar foram utilizadas como fonte de apices caulinares e segmentos nodais, 0s quais
foram utilizados como explantes. Apices caulinares e segmentos nodais da
populacao casco fino caciquense (SILVA et al., 2002) e da populacao 5 (BISOGNIN
& MARCHEZAN, 1988) foram cultivados em meio MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) suplementado com 30g L™ de sacarose e 7g L de agar. O pH foi ajustado
para 5,7. Foram avaliados o numero de folhas e brotos, comprimento das plantulas e
percentagem de enraizamento ap6s 13 dias de cultivo.



2.2.3.2. Efeitos das vitaminas Fuji na cultura de 4pices caulinares e segmentos

nodais

Também foi testada a adicdo de 2ml L de vitaminas Fuji ao meio MS para o
cultivo de 4pices caulinares e segmentos nodais. As vitaminas Fuji sdo constituidas
de 2,59 L' de acido nicotinico, 2,59 L' de cloridrato de piridoxina, 0,59 L de
tiamina.HCI, 50g L' de mio-inositol e 1g L™ de glicina. Foram avaliados o nimero de
folhas e brotos e a percentagem de calogénese e enraizamento apds 20 dias de

cultivo.

2.2.4. Organogénese direta em explantes cotiledonares

As sementes germinadas aos 13 dias de cultivo in vitro foram utilizadas como
fonte de cotilédones para os experimentos. O meio de cultura basal para a
realizacdo dos experimentos com explantes cotiledonares foi o MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), suplementado com 30g L' de sacarose e solidificado com 7g L™ de
agar. Foram utilizados cotilédones inteiras com uma pequena porgao do hipocatilo.

Como tratamentos foram utilizadas as concentragées de 2,0; 2,5; 3,0; 3,5mg
L' de BAP, estes tratamentos foram adicionados de 0,2mg L' de ANA. Foram
utilizados também dois tratamentos com as concentracdes de 3,0mg L de BAP e
0,06mg L' de ANA, sendo a diferenca entre estes dois tratamentos a fonte de
explantes cotiledonares, pois um foi realizado com cotilédones originados de
plantulas germinadas em meio MS suplementado com 30g L™ de sacarose, 7g L de
agar e 0,5mg L' de ANA e o outro com cotilédones originados de plantulas
germinadas em meio contendo agua destilada, 30g L de sacarose e 7g L' de agar
(Tabela 1).

Foram avaliadas a percentagem de cotilédones que formaram brotacdes, a
percentagem de calogénese e de enraizamento dos cotilédones e o numero de

brotos formados por cotilédone aos 12 dias de cultivo.



Tabela 1. Tratamentos empregados em explantes cotiledonares de porongo.

Tratamentos
BAP ANA Meio de germinacao das sementes (fonte de explantes)
(mgL") (mgL"

2,0 0,20  Agua destilada, 30g L™ de sacarose e 7g L' de agar

2,5 0,20  Agua destilada, 30g L™ de sacarose e 7g L™ de agar

3,0 0,20  Agua destilada, 30g L™ de sacarose e 7g L™ de agar

3,5 0,20  Agua destilada, 30g L™ de sacarose e 7g L™ de agar

3,0 0,056  Agua destilada, 30g L™ de sacarose e 7g L™ de agar

3,0 0,06 MS, 30g L de sacarose, 7g L de agar e 0,5mg L' de ANA

2.2.5. Andlise estatistica

O delineamento experimental usado foi o inteiramente casualisado, com 4
repeticoes de 10 explantes ou sementes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro. Os dados de contagem foram transformados para raiz de X+1,0 e de
percentagem para arcosen raiz de X/100. As analises foram realizadas com o auxilio
do programa Genes (CRUZ, 2001).

2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Germinacao in vitro de sementes

O tempo de imersao em solucdo de 2,5% de NaOCI por 40min foi o que
apresentou a melhor desinfestacdo das sementes inteiras, as quais ndo germinaram
em meio de cultura (Tabela 2). A escarificacao por picotes, em nenhuma das formas
realizadas, possibilitou a germinacado das sementes inteiras de porongo em meio de
cultura (Dados ndo apresentados). As sementes de porongo germinaram tanto em
condicbes de Iluminosidade quanto em condicbes de escuro (dados nao
apresentados), indicando que esta espécie possui fotoblastismo neutro, ao contrario
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de sementes de melancia que devem ser cultivadas no escuro (COMPTON, 2000). A
embebicdo das sementes nos intervalos utilizados nesse experimento também nao
permitiram a germinagcdo das sementes inteiras em meio de cultura (Dados nao
apresentados). Para a germinacéo in vitro de melancia foi utilizada uma embebicéo
de 6h., seguida pela retirada do tegumento e semeadura in vitro (COMPTON, 2000).
Neste caso, a embebicao auxiliou o processo de remog¢ao mecanica do tegumento.
Para as sementes sem tegumento, o melhor tempo de imersao foi de 6min, o qual
possibilitou a melhor percentagem de germinacao, acima de 6min foi observada uma
drastica reducédo no percentual de germinagédo devido a inibicao pelo cloro (Tabela
2). Como as sementes inteiras ndo germinaram em meio de cultura, a remocao do
tegumento é neceséria para a germinagao.

A reducdo da pressao osmotica nao foi suficiente para possibilitar a
germinacdo de sementes inteiras de porongo em meio de cultura (Dados nao
apresentados). Foi sugerido que o tegumento poderia ser um componente adicional
para o aumento do pressdo osmédtica, pois a semente de porongo com tegumento
necessita de 43,4% de umidade para germinar (BISOGNIN et al., 1991) e sem o
tegumento somente 30,0% de umidade (BISOGNIN & SILVA, 2004). Sementes de
Dyckia distachya Hassler cultivadas em meio MS contendo 100% dos sais
apresentaram 40,8%, a metade dos sais apresentaram 49,1% e um ter¢co dos sais
apresentaram 55,8% de germinacdo (POMPELLI, 2002). Estes resultados sugerem
que o tamanho da semente pode influenciar a absorcdo de agua do meio de cultura,
sendo sementes pequenas, como as de D. distachya (3mm de comprimento)
afetadas pela reducdo da pressdo osmética e sementes maiores, como as de
porongo (16mm de comprimento) ndo sdo afetadas pela redugdo da pressao
osmotica. Reduzidas pressdes osmoticas podem suprir com agua mas nao permitem
a oxigenacgao, consequentemente pressées osmoéticas muito altas podem limitar a
absorcao de agua (TAIZ & ZEIGER, 2004).
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Tabela 2. Percentagem de desinfestacdo e de germinacéao in vitro de sementes de porongo em meio

de cultura. Santa Maria, RS, 2004.

Tempo de imers&o’

Assepsia (%) Germinacao (%)

Sementes inteiras

10 min 57,5+ 5,00 0+0,0
20 min 60,0 + 14,14 0+0,0
30 min 62,5+ 9,57 0+0,0
40 min 70,0 + 8,16 0+0,0
Sementes sem tegumento
3 min 80,0 +8,16° 46,6 + 4,71
6 min 90,0 +8,16 60,0 £ 8,16
12 min 90,0 +8,16 10,0 + 0,00
24 min 93,3 +4,71 6,6 +4,71

1Tempo de imersao em solucao de NaOCI (2,5% de cloro ativo).
? Valores apresentados pelo desvio padrdo da média.

O papel germitest umedecido foi substrato que possibilitou a germinacao in

vitro de sementes inteiras de porongo (Figura 2). Estes resultados foram obtidos

apés 13 dias de cultivo in vitro, considerado bem maior do tempo estabelecido para

a avaliacao de testes de vigor e germinacao de sementes de porongo, que € de oito

dias (BISOGNIN et al., 1991). Para o teste padrdo de germinagédo, o umedecimento

recomendado é de 2,5 vezes a massa de papel germitest (BISOGNIN et al., 1991).

12



20 ¢
18 +

14

%)

o

~ 12,,

—
o
|

Germinagao

2,5 5,0 7,5 10,0
Proporcao de agua em papel germitest

Figura 2. Percentagem de germinagdo in vitro de sementes inteiras de porongo sobre quatro
camadas de papel germitest umidecido com diferentes propor¢des de agua apéds 13 dias de cultivo.
Santa Maria, RS, 2004.

Na germinagédo in vitro, as sementes ficaram sobre camadas de papel
germitest e ndo entre camadas, 0 que permitiu menor disponibilidade de agua in
vitro. Além disso, foi observado grande parte da umidade permaneceu aderida as
paredes do vidro ao invés de estar disponivel para a embebi¢cdo e germinagéao das
sementes, 0 que resultou em uma baixa percentagem de germinacao in vitro sobre
proporcao de 2,5 vezes a massa de papel germitest. Apés 25 dias de cultivo in vitro,
foi verificado a mesma percentagem de germinacdo para as sementes que
receberam os tratamentos na proporcéo de 7,5 vezes e de 10,0 vezes a massa do
substrato, atingindo 25% de germinacédo (Dados ndo apresentados), sendo que, na
proporcdo de 10 vezes, ocorreu um atraso na germinagéo. Resultados semelhantes
foram verificados no teste padrdao de germinacgao, indicando que uma maior umidade

reduz a velocidade de germinacao das sementes (BISOGNIN et al., 1991).
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2.3.2. Influéncia das auxinas na germinagao in vitro

Sementes inteiras ndo germinaram em presenca de 2,4 D e nem de ANA
(Dados nao apresentados). A falta de germinacao das sementes inteiras in vitro de
porongo pode estar relacionada a persisténcia de uma dorméncia residual, a qual
ndo é totalmente eliminada durante o processo de fermentagdo em agua por 72
horas. Esta dorméncia pode ser devido a presenga de substancias inibidoras da
germinacao, presentes no tegumento. Tais substincias podem permanecer
associadas ao tegumento e ndo ser difundidas no meio de cultura sélido
proporcionando um estadio de dorméncia. Substancias inibidoras do crescimento
associadas ao tegumento podem ser moléculas organicas relativamente simples e
de baixo peso molecular, como aldeidos, acidos fendlicos, alcaléides e acidos
organicos (KETRING, 1973). A oxidacdo de compostos fendlicos geralmente limitam
a disponibilidade de oxigénio para o embrido (BEWLEY & BLACK, 1994). Sementes
de Didymopanax morototoni possuem parte da dorméncia relacionada a presenca
de substancias inibidoras da germinacdo. Tais substancias foram removidas por
lavagens em agua destilada e alcool (1:1) por 45min, aumentando a germinacao das
sementes in vitro (FRANCO & FERREIRA, 2002). Estas lavagens sdao semelhantes
ao processo de fermentacdo em agua, o que possibilita a quebra da dorméncia
parcial de sementes de porongo, pois permite que tais substancias sejam removidas
do tegumento, ou seja, difundidas para a agua. No entanto, possivelmente nem
todas as substancias sdo removidas durante o processo de fermentacdo das
sementes, pelo fato de que nem todas as substancias sao soluveis em agua.

Outra possibilidade associada a causa de nao haver germinacao de sementes
inteiras de porongo em meio de cultura pode ser o balango hormonal, o qual afeta
tanto direto quanto indiretamente o processo de germinacédo. Neste caso, a adicao
de auxinas poderia permitir a germinagao, por estarem associadas a biossintese de
acido giberélico e de etileno (TAIZ & ZEIGER, 2004). A adicdo de ANA ou 2,4 D ao
meio de cultura ndo favoreceu a germinacao de sementes inteiras de porongo. Por
outro lado, em Didymopanax morototoni a adicao de cinetina (KIN) e de &cido
giberélico (GA3) promoveu o aumento do percentual de germinagao in vitro de 40
para 70% (FRANCO & FERREIRA, 2002).
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A presenca de ANA favoreceu a percentagem de germinagao in vitro de
sementes sem tegumento de porongo (Figura 3). A maior percentagem de
germinacdo foi na concentragdo de 0,5mg L' de ANA, atingindo 27% apés 22 dias
de cultivo in vitro. Resultados semelhantes foram encontrados em Carica papaya L.,
onde a maior percentagem de germinacao (80%) ocorreu com a concentracdo de
5uM de ANA (BHATTACHARYA & KHUSPE, 2001). O ANA pode induzir a
expressao de lipoxigenases (LOXs), algumas destas enzimas produzem oxilipinas
que parecem ser importantes moléculas sinalizadoras, as quais induzem respostas a
estresses, tais como as provocadas por ataque de insetos, infeccdes de fungos ou
bactérias e ferimentos causados por danos mecanicos. As oxilipinas podem
influénciar a biossintese do acido jasménico, o qual aumenta a habilidade da planta
de responder a situacoes de estresse (WANG et al., 1999). A remo¢cao mecanica do
tegumento da semente de porongo frequentemente causa ferimentos nos tecidos,
gerando um estresse, que pode ser responsavel pelo baixo percentual de
germinacao in vitro. O aumento da germinacao in vitro pela suplementacdo do meio
de cultura com ANA sustenta a hipétese de que a planta aumenta a capacidade de
responder a esse tipo de estresse.

Nem todas as plantulas foram completas, porém em todos os tratamentos
com ANA foram observadas aproximadamente 50% de plantulas completas e as
demais nao apresentaram raizes. A nao formacéao de raizes pode estar associada ao
fato de que a auxina induz a biossintese do etileno, que é um inibidor do
crescimento de raizes (TAIZ & ZEIGER, 2004). O 2,4 D é uma auxina sintética
extremamente eficiente, pois ndo é tdo rapidamente metabolizada pela planta
quanto € o AlA (TAIZ & ZEIGER, 2004). O 2,4 D produziu um efeito semelhante ao
ANA sobre a percentagem de germinagdo in vitro das sementes de porongo,
proporcionando um aumento na percentagem de germinacdo das sementes sem
tegumento (Figura 4). As sementes germinadas em presenga de 2,4 D néo
produziram 100% de plantas completas, com excec¢ao das plantulas cultivadas na
concentracdo de 0,5mg L de 2,4 D (Figura 5).

Apbés 50 dias de cultivo foi observada a formacdo de calogénese nos
hipocotilos das plantulas originadas das sementes sem tegumento cultivadas tanto
em presenca de ANA quanto de 2,4 D (Figura 6). Este fato representa uma grande
contribuicdo para a producao de calos em hipocétilos, podendo abrir perspectivas

para o uso potencial desta espécie em estudos de morfogénese in vitro. Ha uma
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grande dificuldade de produzir hipocotilos como explantes, pois a velocidade de
germinagdo ndo € homogénea, e o tamanho dos hipocoétilos varia muito. Isto
associado a um baixo percentual de germinagcdo de sementes in vitro dificultam a
organizagao de experimentos em cultura de tecidos, devido ao numero reduzido de
unidades experimentais.

A germinacao e o vigor atingem o ponto maximo quando a semente estd em
maturidade fisiologica. Apds este ponto, a deterioracdo da semente se move
inexoravelmente em diregdo a morte. Nao ha maneira de reverter ou eliminar a
deterioracdo da semente, uma vez que a maturacao fisiolégica tenha ocorrido
(DELOUCHE, 1968 apud GOEDERT, 1988). Porém, mesmo que a semente nao seja
viavel, em virtude desta deterioragcdo constante e irreversivel, muitas células e
alguns tecidos ainda permanecem vivos, até que a semente esteja completamente
senescente. A teoria da totipoténcia sugere que qualquer célula possa ser
reprogramada epigeneticamente, por mais diferenciada ou indiferenciada que seja.
Desta forma, uma semente com baixo potencial de germinacdo e de vigor, a qual
possua ainda alguma célula ou tecido vivo, se cultivada em meio de cultura
contendo reguladores de crescimento na concentragdo adequada, pode induzir
morfogénese direta ou indireta, podendo regenerar novas plantas por embriogénese
ou organogénese. A presenca de ANA ou de 2,4 D no meio de cultura nao
produziram nenhuma resposta de diferenciagéo ou desdiferenciagdo nos tecidos das
sementes desprovidas de tegumento que ndo germinaram apds 60 dias de cultivado
in vitro, nao havendo a indug¢édo de calos e ndao ocorrendo embriogénese somatica.
Em Carica papaya, concentracées de 1 a 20uM L' de 2,4 D favoreceram o
desenvolvimento de calos em embribes desprovidos de tegumento
(BHATTACHARYA & KHUSPE, 2001). A presenca do endosperma junto ao embriao
zig6tico de porongo pode ter impedido a formagdo de embriogénese somatica nos
embrides zigéticos sem tegumento, tanto que, em Anacardium occidentale, o fato do
endosperma ter sido removido, favoreceu o processo de embriogénese somatica,
pois os embrides zigéticos, sem reservas, podem alterar as rotas metabdlicas em
busca da sobrevivéncia. Além disso, em Anacardium occidentale as sementes eram
imaturas e foram cultivadas em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962),
suplementado com 13,3 uM de BAP (6-benzilaminopurina) combinado com 271,5uM

de adenina sulfato e 2,7uM de ANA, onde induziram diretamente um alto nimero de
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embrides somaticos, sendo uma média de 3,3 embrides por semente. A adenina

sulfato foi uma condig¢ao para a inducao de embrides somaticos (MARTIN, 2003).
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Figura 3. Influéncia do &cido naftalenoacético (ANA) na percentagem de germinagdo in vitro de

sementes sem tegumento de porongo apos 22 dias de cultivo. Santa Maria, RS, 2004.
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Figura 4. Influéncia do acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D) na percentagem de germinacgao in vitro

de sementes sem tegumento de porongo apés 22 dias de cultivo. Santa Maria, RS, 2004.
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Figura 5. Influéncia do acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D) na percentagem de plantulas completas

de porongo germinadas in vitro. Santa Maria, RS, 2004.

Figura 6. Inducédo de calogénese em hipocotilos de plantulas de porongo apds 50 dias de cultivo in

vitro em meio MS suplementado com &cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D). Santa Maria, RS, 2004.
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2.3.3. Propagacao in vitro

Apices caulinares e segmentos nodais de porongo sem a presenca de
reguladores de crescimento regeneraram plantulas completas (Figura 7). Os apices
caulinares apresentaram maior crescimento do que os segmentos nodais, com base
no numero de folhas e brotos, percentagem de enraizamento e comprimento das
plantulas para as duas populagdes avaliadas, sem diferencas significativas entre
populagdes (Tabela 3). O maior desenvolvimento dos apices em relacdo aos
segmentos nodais pode estar associado a morfologia do explante inoculado, sendo
que os apices caulinares cultivados, possuiam uma gema axilar e uma gema apical
protegida por uma folha, além da presengca de primérdios foliares.
Consequentemente, os segmentos nodais possuiam apenas uma folha e a gema
axilar. Deste modo, a presenca de uma gema adicional possibilitou maior
crescimento. Deve se considerar ainda que o nivel endégeno de auxinas presente
em apices caulinares é muito mais elevado do que em segmentos nodais, pois a
biossintese de AIA estd associada aos tecidos com rapida divisdo celular e de
crescimento, especialmente nas partes aéreas, embora quase todos os tecidos
sejam capazes de produzir baixos niveis de AIA. A auxina esta associada ao
alongamento celular, promovendo o crescimento de caules. Além disso, a auxina
regula a dominancia apical, o que caracteriza que o crescimento da gema apical
inibe o desenvolvimento das gemas axilares. A remoc¢ao do apice caulinar
geralmente resulta na quebra da dominancia apical, possibilitando o
desenvolvimento de uma ou mais gemas axilares (TAIZ & ZEIGER, 2004).
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Figura 7. Clonagem de plantulas oriundas de sementes de porongo germinadas in vitro, (A) a partir
de apice caulinar (B) e segmento nodal. Santa Maria, RS, 2004.

Tabela 3. Regeneracao de apices caulinares e segmentos nodais de porongo apds 13 dias de cultivo
in vitro. Santa Maria, RS, 2004.

Tipo de explante Numero de folhas Numero de Comprimento Enraizamento
brotos (cm) (%)

Populagao Casco-fino Caciquense

Apice caulinar 5,30aA* 1,60aA 2,17aA 100,0aA
Segmento nodal 1,88bA 0,44aA 1,34bA 90,0bA
Média 3,59 1,02 1,75 95,0
Populacao 5

Apice caulinar 3,76aA 2,29aA 1,64aA 81,21aA
Segmento nodal 1,30bA 0,90bA 1,13bA 40,0bA
Média 2,53 1,59 1,38 61,15
Média geral 3,06 1,30 1,56 78,07

' Tratamentos com médias n&o seguidas pela mesma letra, minascula dentro e maidscula entre
populagbes, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro (Experimento
bifatorial (2X2) com fator A = tipo de explante e fator D = Populagéo).
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A suplementacao com as vitaminas Fuji induziu a formagéo de calos, tanto de
apices caulinares quanto de segmentos nodais (Tabela 4). A inducao de calo foi
mais acentuada em segmentos nodais, porém reduziu a percentagem de
enraizamento (Figura 8). As vitaminas Fuji possuem mio-inositol, 0 qual promoveu a
formacéo de calos em Nicotiana tabacum (LINSMAIER & SKOOG, 1967). Em Dyckia
maritima as vitaminas Fuji auxiliaram no desenvolvimento de aglomerados de gemas
laterais sem promover a formagao de calos (FRANCO et al., 2003). Apesar de ter
sido utilizada para maximizar o desenvolvimento vegetativo dos explantes, as
vitaminas Fuji, de forma inesperada, induziram calogénese. A formacdo de calo
indica que as vitaminas Fuiji, principalmente com explantes de segmentos nodais,
podem ser utilizados para desenvolver protocolos de organogénese indireta ou

embriogénese indireta em porongo.

Tabela 4. Regeneracao de apices caulinares e segmentos nodais de porongo apés 20 dias cultivadas

in vitro com suplementagéo de vitaminas. Santa Maria, RS, 2004.

Tipo de explante Numero de Numero de Calogénese (%) Enraizamento (%)
folhas brotos

Apice caulinar 2224 1,55 a 222b 55,5a

Segmento nodal 1,10 a 0,7 a 70,0 a 10,0b

Média 1,66 1,12 46,1 32,75

" Tratamentos com médias ndo seguidas pela mesma letra nas colunas diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 8. Segmento nodal de porongo apdés 20 dias de cultivado in vifro em meio MS com adi¢do de
vitaminas Fuji para a indugéo de calogénese. Santa Maria, RS, 2004.

2.3.4. Organogénese direta em explantes cotiledonares

As concentracdes de 2,0-3,5mg L™ de BAP associado a 0,2mg L' de ANA
nao promoveram aumentos das brotagbes laterais, do numero de brotos e de
enraizamento (Tabela 5). A percentagem de brotac¢des laterais foi aumentada com a
reducdo da concentracdo de ANA de 0,2 para 0,05mg L™, passando de 10% para 60
e 75%. O numero de brotos também foi aumentado de 1,0 para 1,5 e 2,0. O
percentual de enraizamento alcangcou 100% em explantes cotiledonares originados
de plantulas germinadas em 0,5mg L' de ANA, e foi de apenas 60% nos
cotilédones originados de plantulas germinadas na auséncia de ANA. Brotacdes
laterais e calos formaram-se a partir da regidao basal do cotilédone (Figura 9)
possivelmente em fungao do nivel endégeno de ANA do cultivo anterior. Resultados
semelhantes foram encontrados em trés cultivares de Cucurbirta pepo
(ANANTHAKRISHNAN et al., 2003), com excecao da formacao de calos. O local da
origem das brotacdes laterais parece ser a juncao entre o segmento do hipocétilo
com o cotilédone. Nao foram observadas brotagdes adventicias na regido distal do
cotilédone, o que também concorda com os resultados de ANANTHAKRISHNAN et
al. (2003).
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O numero de brotos ndo foi alterado pela origem do explante, porém o
percentual de enraizamento foi maior em explantes cotiledonares de plantulas
originadas em meio com ANA (Tabela 5). Os calos produzidos na base dos
cotilédones podem ser utilizados em novos estudos morfogénicos, na tentativa de
promover uma rota embriogénica ou organogénica para propagacado clonal da
espécie. O processo de morfogénese é controlado pelo balangco hormonal entre
auxinas e citocininas. Quando o nivel de auxinas € mais elevada em relagdo ao de
citocininas, ocorre a inducdo de embriogénese e o inverso induz a organogénese
(SKOOG & MILLER, 1957). Este balan¢co hormonal é muito peculiar e esta
influenciado por varios fatores, como espécie, tipo de explante e o0 meio de cultura.

O uso de cotilédones de sementes maduras como fonte de explantes
apresentou bons resultados na inducdo da embriogénese somatica em Cucumis
melo (TABEI et al., 1991; GRAY et al., 1993; GUIS et al., 1997). Tais explantes
apresentam grande dificuldade de serem produzidos em quantidade suficiente para
a realizacao dos experimentos (NAKAGAWA et al.,, 2001), sendo necessario o
desenvolvimento de protocolos eficientes para a germinacao in vitro de sementes.
Os cotilédones imaturos sdo uma fonte independente de explantes para a producao
de um grande numero de plantulas de porongo in vitro.

Tabela 5. Inducdo de brotagbes laterais em explantes cotiledonares de porongo apds 13 dias de
cultivo in vitro. Santa Maria, RS.

Tratamentos Calogénese Brotacdes Numero de Enraizamento (%)
BAP (mg L'1) ANA (mg L'1) (%) laterais (%) brotos
2,0 0,20 0,0 b 10 b 1,0b 75,0 ab
2,5 0,20 00 b 10 b 1,0b 95,0 a
3,0 0,20 00 b 10 b 1,0b 75,0 a
3,5 0,20 0,0 b 10 b 1,0 b 80,0 a
3,0 0,05 0,0°b 60,0 a 2,0 a 60,0 b
3,0' 0,05 90,0 a 75,0 a 1,5ab 100,0 a

! Tratamento com cotilédones originados de plantulas cultivadas em meio MS suplementado com 0,5
mg L™ de ANA.
% Tratamentos com médias nao seguidas pela mesma letra nas colunas diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Brotagao adventicia

Cotilédone

Raizes

Figura 9. Inducdo de calogénese e de brotacdes laterais em explante cotiledonar de porongo
cultivado em meio MS com a adicdo de 3,0mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP) e 0,05mg L™ de
acido naftalenoacético (ANA) aos 16 dias de cultivo (Explante cotiledonar oriundo de plantulas que

cresceram em presenca de 0,5mg L' de ANA). Santa Maria, RS, 2004.
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2.4. Conclusoes

O melhor tempo de desinfestagdo de sementes inteiras de porongo é 40 min. em
imersao em solugcdo de NaOCI (2,5% de cloro ativo) e para sementes sem
tegumento é de 6 min;

Sementes inteiras germinam in vitro sobre papel germitest umedecido com agua
destilada e autoclavada na proporcao de 7,5 vezes a massa do papel;

O porongo pode ser estabelecidos in vitro a partir de explantes cotiledonares;

O porongo pode ser propagado in vitro sem a presenca de reguladores de
crescimento a partir de apices caulinares e segmentos nodais;

Cotilédones originados de sementes de porongo germinadas em meio MS
suplementado com 0,5mg L™ de ANA, quando cultivados em meio MS adicionado
com 3,0mg L' de BAP e 0,05mg L de ANA, além de permitir a formacao de
brotagdes adventicias, também permitem a formacgéo de calos na regidao basal do
cotilédone;

A suplementacdo do meio MS com 2mL L™ de vitaminas Fuji (2,5g L de &cido
nicotinico, 2,59 L™ de cloridrato de piridoxina, 0,5g L™ de tiamina.HCI, 50g L™ de
mio-inositol e 1g L™ de glicina) induz a formac&o de calos em segmentos nodais
de porongo;
O acido naftalenoacético e o acido 2,4 diclorofenoxiacético na escala de 0-1,0mg
L' ndo permitem a germinacgdo in vitro de sementes de porongo em meio de
cultura;
O 4cido naftalenoacético na concentracdo de 0,5mg L™ proporciona um aumento
no percentual de germinacao in vitro de sementes sem tegumento de porongo;
O 4cido 2,4 diclorofenoxiacético na concentracdo de 0,25mg L™ proporciona um
aumento no percentual de germinacéo in vitro de sementes sem tegumento de
porongo;

A presenca de ANA ou 2,4 D em meio MS, para a germinacao in vitro de
sementes sem tegumento de porongo promove a formacdo de calos em
hipocétilos de porongo;
A reducdo do pressdo osmotica ndao permite a germinacao in vitro de sementes

inteiras de porongo.
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3.0. CAPITULO Il - GERMINACAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO
DE MOGANGO

3.1. Introducao

O género Cucurbita representa a maior variabilidade morfolégica dentro de
todo o reino vegetal (ROBINSON et al., 1976). A espécie Cucurbita pepo apresenta
grande variabilidade genética, sendo representada por diversas variedades, tais
como, a abobrinha de tronco caserta, a abobrinha de tronco branco e o mogango. O
mogango é uma 6tima fonte alimentar, rica em fibras, vitaminas e sais minerais.

As sementes de cucurbitaceas diferem quanto a forma de germinacao in vitro.
Nesta familia de plantas existem espécies que germinam com a presenca de
tegumento, como Cucumis sativus (LOU et al., 1996) e Cucumis melo (JAAGRATI &
MORE, 1992) e aquelas que necessitam da remocao do tegumento como sédo os
casos de Momordica charantia (WANG et al., 2001) e Citrullus lanatus (COMPTON,
2000). Em virtude da maior necessidade de agua para a germinacao (BISOGNIN et
al., 1991), as sementes inteiras de porongo poderiam germinar em meio de cultura,
desde que a pressdao osmotica fosse suficientemente reduzida para permitir um
maior estado de energia livre da agua, pois 0 aumento da concentracao de solutos
aumenta proporcionalmente a pressao osmotica e reduz o estado de energia livre da
agua. Desta forma, quanto maior a pressdao osmética menor sera a disponibilidade
de agua para a embebicdo das sementes (TAIZ & ZEIGER, 2004). Numa menor
pressao osmotica, as sementes poderiam absorver maiores quantidades de agua
necessarias para a germinagcao, sem que fosse necessario retirar o tegumento, o
qual funcionaria como uma barreira para a absor¢do de agua pela améndoa.
Plantulas originadas de sementes fornecem tecidos pouco diferenciados, o que as
caracteriza como explantes competentes (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Varios estudos morfogénicos in vitro ja foram realizados com a espécie
Cucurbita pepo. Protocolos de micropropagacao ja foram estabelecidos com o uso
de segmentos nodais (JURETIC & KATAVIC, 1989) e apices caulinares (PINK &
WALKEY, 1984). Protocolos visando a embriogénese somatica também ja foram
estabelecidos, sendo que foi obtido a regeneracgéao in vitro destes embridides (CHEE,

1991), e estudos mais aprofundados visando a iniciacdo e a maturagdo de embrides
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somaticos ja foram conduzidos (CHEE, 1992). Fontes nitrogenadas, tais como o
cloreto de amobnia (NH4Cl) foram utilizados em estudos de controle do
desenvolvimento de embrides somaticos (LELJAK-LAVANI et al., 2004) e plantulas
hapldides ja foram obtidas através da cultura de anteras (METWALLY et al., 1998).

Explantes cotiledonares tém apresentado respostas positivas na inducéao de
morfogénese em varias espécies de cucurbitaceaes, tanto em rotas organogénicas
diretas quanto indiretas, e o sucesso destes explantes também foi verificado em
rotas embriogénicas, tanto diretas quanto indiretas. Em meldo cv. Pusa Madhuras,
folhas cotiledonares formaram calos, posteriormente regeneraram gemas e
brotacdes axilares, ocorreu também o enraizamento das folhas cotilédonares (JAIN
& MORE, 1992). Cotilédones de quatro linhagens tetraploides de melancia
produziram organogénese direta, ocorrendo a producédo de brotacées adventicias
diretamente na regido basal do cotilédone expandido (COMPTON & GRAY, 1994).
Em pepino foram produzidos embrides somaticos a partir de explantes cotiledonares
com uso do acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D) ou de AIA combinado com altas
concentracdes de sacarose (LOU et al., 1996).

Os objetivos deste trabalho foram estabelecer um protocolo de germinagéao in
vitro de sementes de mogango e estudar o processo de organogénese direta em

explantes cotiledonares.

3.2. Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia Aplicada
a Producédo Vegetal do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Santa Maria. As sementes utilizadas neste trabalho foram da cultivar Enrugado
Verde.

3.2.1. Desinfestagdo e germinagao in vitro de sementes

As sementes foram imersas em alcool 70% durante 3 min e apos lavadas trés
vezes com agua destilada e autoclavada, imersas novamente numa solugao de

NaOCI 2,5% durante 10, 20, 30 ou 40 min e lavadas trés vezes em agua destilada
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autoclavada. O meio de cultura utilizado para a germinacdo das sementes foi
constituido de agua destilada e 30g L' de sacarose, sendo solidificado com 7g L
de agar. Foram utilizados frascos com 1,8 cm de largura e 4,2 cm de comprimento
com um volume de meio de cultura de 3,5 mL. O pH foi ajustado para 5,7. Foram
avaliadas as percentagens de desinfestacdo e germinacdo das sementes apés 10
dias da semeadura.

O teor de cloro (percentagem em massa) foi obtido pelo uso de volumetria de
oxi-reducdo. A temperatura da amostra foi controlada para 20°C. Foram colocados
200 mL da amostra em um erlenmeyer de 250 mL, e adicionado alguns cristais de
iodeto de potassio, 1 mL de acido acético concentrado e 1 mL da solugédo de amido
a 1%. Foi realizado a titulagdo com uma solucao de tiossulfato de s6dio 0,001 N até
que a cor azul desaparecece (ADAD, 1982). O cloro residual € dado pela seguintes
expressao: Cloro residual (p.p.m.) = NaxS203.0,1773. Onde Na,S,03 € 0 volume em
mL da solugao de tiossulfato de sodio 0,001 N. Para obter o percentual em massa (t)

basta multiplicar o valor de Cloro Residual (p.p.m) por 100.
3.2.2. Efeito da reducao da pressao osmaotica sobre a germinacgéao in vitro

O meio de cultura utilizado para avaliar os efeitos da pressdao osmética sobre
a germinacdo das sementes foi constituido de agua destilada, solidificado com 7g L™
de agar e o pH ajustado para 5,7. O meio foi suplementado com 0, 10, 20 ou 30g L
de sacarose, que consistiram os tratamentos. Foram avaliadas duas solugdes
comerciais de NaOCI (Cruzado® e Lavex®) contendo de 2 a 2,5% de cloro ativo.
Foram avaliadas a percentagem de germinacdo, a estimativa do dia médio de
germinacdo (EDMG), a energia germinativa de Baldwin (EGB) e o indice de
velocidade de germinagéo de sementes viaveis (IVGSV) (BONOW, 1984).

A EDMG foi calculada pela seguinte férmula:

EDMG =Y _Ni.(1/ Y NilDi)

Onde: N é o total de plantulas normais.
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Para a energia germinativa de Baldwin (EGB), considera-se o valor maximo
(VM), o qual é a germinagao cumulativa dividida pelo numero de dias desde o inicio
do teste, ou seja a razao de XNi/ Di, onde o periodo de energia de Baldwin é a mais
alta percentagem de germinacao em relacdo ao tempo decorrido desde o inicio do
experimento.

O indice de velocidade de germinacdo de sementes viaveis (IVGSV) é

calculado pela seguinte formula:

IVGSV = 100 (

Onde: £ Ni é o somatério do niumero de plantulas no dia i; Di € o dia de
avaliacao das plantulas, i varia de 1 até n.

Foram consideradas germinadas as sementes com o hipocétilo visivel e de
coloracdo verde e plantulas aquelas que expandiram os cotilédones. Cada
experimento foi considerado concluido quando n&o ocorreu mais germinagcao em

nenhum dos tratamentos.

3.2.3. Inducao de brotagdes adventicias em explantes cotiledonéares

Foram utilizados cotilédones inteiros provenientes de plantulas de mogango
com 20 dias ap6s a semeadura. O meio basal utilizado foi o0 meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) com as seguintes modificacdes: auséncia de glicina e mio-inositol e
suplementado com 30g L™ de sacarose e 7g L' de agar. O pH também foi ajustado
para 5,7. Os tratamentos consistiram das concentracdes de 0 (testemunha); 0,5; 1,0
e 2,0mg L™ de 6-benzilaminopurina (BAP). As avaliacdes foram realizadas apds 12
dias de cultivo, como a inducao de brotacbes adventicias, o numero de brotos

formados e a percentagem de enraizamento e de sobrevivéncia.
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3.2.4. Multiplicacdo de apices caulinares e segmentos nodais originados dos

explantes cotiledonares

As brotagdes adventicias produzidas nos cotilédones durante o experimento
do item anterior, foram repicadas em apices caulinares e segmentos nodais, estes
explantes foram cultivados em meio MS adicionado de 30g L' de sacarose e
solidificado com 7g L™ de agar. As caracteristicas avaliadas foram: percentagem de
enraizamento e de sobrevivéncia, comprimento das plantulas e o niumero de folhas e

de brotos.

3.2.5. Condicdes de cultivo e analise estatistica

Os testes foram mantidos em sala de crescimento com a temperatura de 25°C
+ 2°C e fotoperiodo de 16 horas, sob intensidade luminosa de aproximadamente 20
uM M? S obtidas por lampadas fluorescentes brancas. O delineamento utilizado foi
o inteiramente casualisado consistindo de 4 repeticdes de 10 explantes. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia, sendo efetuado procedimentos de analise
de regressao para os dados quantitativos e testes de comparacdo mudultipla de
médias de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro para os dados
qualitativos. Os dados originados de percentagens foram transformados para arco
seno de raiz quadrada de x/100 e os dados de contagem foram transformados para
VX. Para a andlise dos dados foi utilizado o SoftWare GENES (CRUZ, 2001).

3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Desinfestacéo e germinacéo in vitro de sementes

A melhor desinfestacdo associada a alta percentagem de germinacao de
sementes de mogango foi 20 min de imersdo em NaOCI 2,5% de cloro ativo (Tabela
6). Os tempos de imersédo de 30 e 40 min aumentaram a assepsia das sementes,
porém provocaram uma drastica redugcado da germinacao, respectivamente para 20%
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e 8%. O tempo de imersdo de 10 min apresentou maior assepsia das sementes
(85%) do que a imersao por 20 min (75%). Estes resultados contrariam a expectativa
de que o aumento do tempo de imersdo aumenta a assepsia das sementes. No
entanto, a maior assepsia do tratamento por 10 min afetou mais a germinagéao (23%
de germinacéo) do que o tratamento de 20 min (35% de germinacéo). E possivel que
a maior percentagem de germinagdo tenha sido obtida devido a embebicdo das
sementes, necessaria para iniciar os processos de germinacao. A menor germinacao
com o0 aumento do tempo de imersao pode estar associado ao efeito fitotdxico do
cloro presente na solucdo, devido a absorcdo de maiores quantidades de agua
juntamente com o cloro. O aumento do indice de germinacéo, seguido de uma
reducdo da percentagem de germinacao in vitro em fungdo do aumento do tempo de
imersao em solugcdo de 2,5% de NaOCI| também foi observado em porongo,

conforme relatado neste trabalho.

TABELA 6. Desinfestacao e germinacao in vitro de sementes de mogango cv. Enrugado Verde apds
10 dias da semeadura. Santa Maria, RS, 2004.

Imersdo em NaOCI 2,5% (min) Desinfestacao (%) Germinagao (%)
10 85,0 + 0,05' 23,0 + 0,05
20 75,0 + 0,05 35,0+£0,10
30 87,0+ 0,09 20,0+£0,18
40 95,0 + 0,05 8,0 £ 0,09

! Valores apresentados pelo desvio padrio da média.

3.3.2. Efeito da reducao da pressao osmaotica sobre a germinacgéao in vitro

As solucdes comerciais Lavex® e Cruzado® produziram resultados diferentes
sobre a germinacao in vitro, apesar de ambas as solucdes possuirem uma faixa de
cloro ativo entre 2,0 a 2,5% (Tabela 7). As andlises volumétricas das solucdes
utilizadas mostraram que o Cruzado® possui maior percentagem de cloro ativo
(3,1%) do que o Lavex® (2,5%) o que justifica os efeitos mais drasticos sobre a

germinacdo das sementes tratadas com a solugdo Cruzado®. Esta consideragéo é
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importante, pois na maioria dos protocolos de desinfestagdo de sementes, sdo
citadas apenas a extensao da percentagem de cloro ativo e ndo fazem nenhuma
referéncia quanto ao produto comercial, o que implica numa dificuldade para
conseguir repetir os resultados. As concentragdes de cloro ativo encontradas em
agua sanitaria comercial variam de uma marca para outra e até na mesma marca
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Os procedimentos mais adequados nestes
casos sao quantificar o teor de cloro ativo da solucao comercial de NaOCI ou usar
produtos com grau reagente.

A reducéao da pressao osmotica pela diminuicdo da concentracao de sacarose
nao foi eficaz para proporcionar altos indices de germinacao das sementes como
preconizado. A reducdo da pressdo osmética para as concentracdes de 0 e 10g L
de sacarose diminuiu a percentagem de germinacao (Tabela 7). A fonte de cloro
Cruzado® nas concentragdes de 0 e 10g L™ de sacarose inibiu a germinagéo das
sementes em funcao da reducéo da pressao osmatica. Isto pode ter ocorrido devido
ao maior suprimento de agua e, concomitantemente, de cloro, pois esta solucéo
apresenta maior teor de cloro ativo (3,1%). No caso da fonte de cloro Lavex® nao
houve inibicdo da germinacdo, porém ocorreu uma reducdo significativa da
germinacdo comparado com as concentracées mais elevadas de sacarose (20 e 30
g LY. A solucdo Lavex® apresentou 2,5 % de cloro ativo, dentro do teor
especificado pelo fabricante. O cloro apesar de ser requerido pela planta para as
reacdes fotossintéticas que envolvem a evolugdo de O, (TAIZ & ZEIGER, 2004),
além de ser muito soluvel, possui uma acdo que inativa enzimas e age como
oxidante (TRABULSI, 1991). Possivelmente o tegumento de mogango possui
substancias inibidoras da germinacdo. Tais substancias sao frequentemente
compostos fendlicos, que ao se oxidarem geralmente limitam a disponibilidade de
oxigénio para o embrido (BEWLEY & BLACK, 1994) inibindo a germinacéo.

As concentragdes de sacarose de 20 e 30g L proporcionaram as mesmas
percentagens de germinacao in vitro de sementes de mogango, independente da
fonte de cloro ativo. Quanto ao vigor das sementes, a reducédo da pressao osmética
nao afetou a estimativa do dia médio de germinacédo e o indice de velocidade de
germinagdo de sementes viaveis quando foi usado como fonte de cloro ativo o
Lavex® (Tabela 7). Entretando, a energia germinativa de Baldwin mostrou uma

reducéo significativa do vigor nas concentracdes de sacarose de 0 e 10g L™ quando
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foi usado o Cruzado® como fonte de cloro ativo. As sementes ndo germinam nas
concentracdes de sacarose de 0 e 10g L.

Sementes de porongo com tegumento colocadas em meio de cultura com
reduzida pressdo osmoética (constituido de agua destilada e solidificado com 1g L
de agar) nao germinaram apo6s 30 dias de cultivo. Em mogango foi verificado efeito
semelhante, pois houve uma reducao da percentagem de germinagédo. Por outro
lado, sementes de Dyckia distachya cultivadas em trés concentracoes de sais do
meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), apresentaram 40,8% de germinacao em
meio contendo 100% dos sais, 49,1% em meio contendo a metade dos sais e 55,8%
de germinagcdo em meio contendo um terco dos sais, ou seja, a reducao da pressao
osmoética promoveu um aumento da percentagem de germinacdo das sementes
(POMPELLI, 2002). Essas diferencas de comportamento entre cucurbitaceas e
bromeliaceas podem ser explicadas pelo tamanho das sementes, pois sementes
grandes necessitam de maiores quantidades de agua comparado com sementes
pequenas. Neste caso, a pressdo osmotica do meio de cultura possui uma limitada
capacidade de aumentar a disponibilidade de agua, podendo aumentar a taxa da
germinacao de sementes pequenas e ser desprezivel para sementes grandes. As
sementes de porongo apresentam 16 mm e as de mogango 17 mm de comprimento,

comparadas com as de D. distachya que apresentam apenas 3 mm de comprimento.
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TABELA 7. Germinagao e vigor, medidos pela estimativa do dia médio de germinacao (EDMG),
energia germinativa de Baldwin (EGB) e indice de velocidade de germinagcado de sementes viaveis
(IVGSV), em sementes de mogango cv. Enrugado Verde in vitro em diferentes potenciais osmoticos.
Santa Maria, RS, 2004.

Sacarose (g L") Germinacao (%) EDMG EGB IVGSV
Solucéo comercial de NaOCI (2,5% de cloro ativo) — Lavex®
0 22,5 b* 17,0 a 0,53 b 59a
10 175b 15,0 a 0,47b 6,7 a
20 30,0 a 16,0 a 0,75 a 6,2a
30 30,0 a 17,0 a 0,71 a 59a
Solugéo comercial de NaOCI (3,1% de cloro ativo) — Cruzado®
0 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b
10 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b
20 30,0 a 18,0 a 0,16 a 55a
30 30,0a 16,0 a 0,18a 6,2a

* Tratamentos com médias ndo seguidas pela mesma letra nas colunas diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro.

3.3.3. Inducao de brotagcdes adventicias em explantes cotiledonéares

A inducdo de brotacbes adventicias ocorreu na regido basal da folha
cotiledonar e seguiu uma regressao linear positiva para a percentagem de brotag¢des
adventicias, sugerindo a realizacdo de um novo experimento com concentracoes de
BAP mais elevadas. A maior percentagem atingida na concentragéo de 2,0mg L de
BAP foi 70% (Figura 11). Resultados semelhantes foram encontrados com a cultivar
Ma’yan, onde foi verificado 88% de inducao de brotagcbes, porém com adi¢cdo de
1,0mg L' de BAP (ANANTHAKRISHNAN et al., 2003) e em meldo var. /nodorus,
onde foram obtidos 80% de brotacbes adventicias em trés cultivares, Yellow Queen,
Yellow King (SVS) e no hibrido AF-222 (Agroflora), sobre as concentracdes de 0,5-
1,0mg L' de BAP (STIPP et al., 2001). A inducdo de brotagdes adventicias ocorreu,
mesmo na auséncia de reguladores de crescimento, atingindo 20%, numa média de
1 broto por explante cotiledonar. Resultados semelhantes foram obtidos em
melancia cv. Sirme (PIRING et al., 2003). Porém em trés cultivares de melédo, nao

houve resposta morfogénica na auséncia de BAP (STIPP et al., 2001).
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A percentagem de enraizamento dos cotilédones seguiu uma regresséo linear
negativa, demonstrando que o aumento da concentracdo de BAP reduz a
percentagem de enraizamento, sendo que a menor percentagem de enraizamento
obtida foi 60% na concentracdo de 2,0mg L (Figura 11). Plantulas inteiras de
mogango foram regeneradas a partir da regiao basal dos cotilédones (Figura 10). O
namero médio de brotos por explante cotiledonar foi 1,0+0,5. Altas taxas de
regeneracao de brotos por explante podem ser alcancadas em genoétipos
apropriados (GAMBLEY & DODD, 1990; MSIKITA et al., 1990), como foi
demonstrado na cultivar Hales Best 36 de meldo, onde foi obtido 10 brotos por
cotilédone (ABRIE & VAN STADEN, 2001), na cultivar “Stirme” de melancia, onde
foram obtidos 5 brotos por explante cotiledonar (PIRINC et al., 2003) e na cultivar
True French de Cucurbita pepo, onde cada explante cotiledonar produziu 4 brotos
(ANANTHAKRISHNAN et al., 2003). No entanto, existem genotipos nao responsivos
a organogénese direta, como foi verificada na espécie Cucurbita maxima, nas
cultivares A-line e Chicago e na cultivar Rolet de Cucurbita pepo, onde nenhuma
brotacdo foi obtida, mesmo sobre diversas concentracdes (0-10mg L) das
citocininas, BAP, 6-furfurilaminopurina (KIN), isopenteniladenina (iP) e tidiazuron
(TDZ), isoladas ou combinadas com (0-1,0mg L") de AIA (ABRIE & VAN STADEN,
2001). A influéncia do genétipo em cucurbitdceas € bem conhecida como fator
determinante no sucesso da embriogénese somatica (ORIDATE et al., 1992). A
importancia de desenvolver diferentes tecnologias de regeneracao de explantes é o
aumento das possibilidades no uso da engenharia genética de diferentes cultivares,
sendo extremamente valioso para espécies tais como Cucurbita pepo, que

apresentam grande diversidade de tipos de frutos (PARIS, 1989).
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Figura 10. Plantula completa de mogango formada na regido basal de um explante cotiledonar em
presenca de 6-benzilaminopurina (BAP). Santa Maria, RS, 2004.
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Figura 11. Percentagens de enraizamento e de brotagbes adventicias em diferentes concentragdes

de 6-Benzilaminopurina (BAP) em explantes cotiledonares de mogango. Santa Maria, RS, 2004.

3.3.4. Multiplicacdo de apices caulinares e segmentos nodais originados dos
explantes cotiledonares

Os apices caulinares e segmentos nodais retirados das plantulas completas
formadas a partir dos cotilédones regeneraram plantas completas (Tabela 8). Porém
ocorreu oxidacao em varias regides dos tecidos, sendo que os segmentos nodais
apresentaram menor percentagem de oxidagcdo (27,5) em relacdo aos apices
caulinares (77,7). Em trés cultivares de Cucurbita pepo, cv. True French, Ma’yan e
Goldy, a adicdo de 0,1mg L de BAP, com ou sem 1,0mg L™ de acido giberélico
(GA3) facilitou o restabelecimento dos explantes (ANANTHAKRISHNAN et al., 2003).
Os segmentos nodais possuem um desenvolvimento mais lento do que os apices
caulinares, possivelmente relacionado ao tipo de explante, pois os apices caulinares
conservam a dominancia apical, o que esta demonstrado pela maior percentagem de

enraizamento dos explantes apicais, com 55,5% de enraizamento com relacdo a
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14,4% de enraizamento dos segmentos nodais. Este fato pode ser explicado, pois os
explantes caulinares, além de possuirem uma gema apical, também possuem uma
gema lateral juntamente com uma folha, o que possibilita um desenvolvimento mais
rapido, conforme discutido em porongo.

Quanto maior os explantes de apices caulinares ou de segmentos nodais
maior foi a percentagem de enraizamento (Figura 12 e 13). Resultados semelhantes
foram obtidos em explantes de melancia cv. Sirme, onde foi demonstrado que
apenas brotos maiores que 1,6cm foram capazes de promover enraizamento
eficiente (PIRING et al.,, 2003). O percentual de enraizamento também pode ser
influenciado pela a¢ao de reguladores de crescimento como visto em cultivares de
melancias. A freqiéncia de enraizamento em brotos de melancia foi influenciada
pela concentragdo de ANA (COMPTON & GRAY, 1993). Na cultivar cv. Sirme onde
o uso de 1,0mg L™ de ANA possibilitou o enraizamento de cerca de 70% dos brotos
(PIRING et al., 2003). Em Benincasa hispida, o acido indolbutirico (AIB) mostrou-se
superior ao ANA no percentual de enraizamento de brotos originados por
organogénese indireta, atingindo 90% de enraizamento (THOMAS & SREEJESH,
2004).

Tabela 8. Multiplicacdo e regeneragédo de apices caulinares e segmentos nodais de mogango cv.

Enrugado Verde apds 19 dias cultivados in vitro. Santa Maria, RS, 2004.

Explante Numero de Numero Comprimento Enraizamento Plantulas
Brotagdes de folhas (cm) (%) oxidadas
(%)
Apices caulinar  23+1,8" 30+24 21408 555+12,8 77,7+6,4
Segmento nodal 0,8+0,1 0,8+0,5 1,5+0,1 144+38 27,5+10,3

! Valores obtidos pelo desvio padrao da média.
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Figura 12. Percentagem de enraizamento in vitro de explantes de 4pices caulinares de mogango de
diferentes tamanhos. Santa Maria, RS, 2004.
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Figura 13. Percentagem de enraizamento in vitro de explantes de segmentos nodais de mogango de
diferentes tamanhos. Santa Maria, RS, 2004.
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3.4. Conclusoes

e A reducédo do pressdo osmotica nao aumenta o percentual de germinacao in vitro
de sementes de mogango;

e O mogango pode ser estabelecidos in vitro a partir de explantes cotiledonares;
e O enraizamento in vitro de apices caulinares e segmentos nodais originados das

brotacées em cotilédones esté correlacionado com o tamanho do explante.
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