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In　Vitro　Multiplieation　of　Kakrol　（Momordica　dioica　Roxb．）

Sha灘a　A曲NAB互＊・1，】Nloha搬搬ad　Go互a搬RASUL＊・2，】Mohamma｛薫AレAM［IN率＊，

　　Mehammad　Mamunur　RASHEED＊＊＊，　YUkie　OZAKI　and　Hire＄hi　OKUBO

Labo麟。至y◎£王｛◎rtiCii｛ltur…護Sc圭eRee，　D三vま§圭◎鍛of　A霧童。殺1雛捻B◎taRy，　Departraept◎f　P王a簸もRes◎蟹ees，

　　　　　　　　　　　Faci］lty　cf　Agrieult£gre，　Kytisku　gkiversity，　Fgl〈｛｝oka　8i2－8581，　Japan

　　　　　　　　　　　　（Rθ君e乞磐e諺Octoわθ劉　31，2ρ01α？zdαα7epteci　N〈）㌘e窺1）8ゲ　20，200，～）

　　　As撫dy◎R伽vitro　pia滋regeRerati◎ft盈kakr◎玉was㈱rr圭e（i　o℃誌．　The　c◎mb沁aもi◎n◎f

lmgl“’　BAP　and　e．1mgl『1飛AA熱瓢S斑e磁a照s　fbu難d憩◎st　s磁ねble漁ca恥s類囎ctio簸負）鼓owed

by　e．2mglHi　BAP．　The　combination　of　l　inglTi　BAP　aiid　O．Iingl－i　NAA　predueed　the　higlrtest　num－

ber　ef　multiple　sheots　from　the　callus．　Half　strength　MS　medium　supplemented　with　IBA

showed　better　performance　than　with　IAA　for　Rumber　of　reots　butthe　later　produced　tallest

shoot．　Four　types　of　explants，　node，　sheot　tip，　leaf　and　cotyledon，　were　used　but　oniy　the’

cotyledon　e）d曲ited　the　best　performance．　Plantlets　were　success㎜y　estabhshed　in　no㎜al

soils．

INTRODUCTION

　　　Kakrol　（MomoTdica　clioica　Roxb．）　is　a　cucurbitaceous　vegetable　of　lndo－Malayan

origl皿（Rashid，1976；Singh，1990）．　It　is　dioecious　tn　nature　and　usuaUy　propagated　vege－

tatively　through　tuberous　roots．　It　is　rich　i皿carotene，　prote㎞，　carbohydrate（Rashid，

1976）　and　vitarrrtn　C　（Bhuiya　et　al．，　1977）．　lt　has　been　cultivated　in　lndia，　Bangladesh　and

neighboring　countries　for　a　long　tirne．

Kakrol　is　an　tmportant　sumrner　vegetable　in　Bangladesh．　lts　cultivation　is　gaming

popularity　for　its　high　economic　return　as　compared　with　that　of　cereals　（Das，　1988；

Anonymous，　2001）．　lt　has　better　shelf　life　aRd　being　exported　to　Middle　East，　UK　and

other　eountues　thereby　earning　foreigR　currencies．　ln　spite　of　many　advarttages，　irtany

efforts　have　Rot　beeR　paid　to　the　crop　for　its　improvement．　Reeent｝y，　homosexual

crossing　（iRductioR　of　bisexuality　usiRg　cheraicals）　is　made　pessible　and　sets　seed

（Hossain　et　al．，　1996；　Ali　et　ag．，　1991），　which　may　serve　as　a　seuree　of　variatioR　for　cOm－

me数。無g　breed加g　pr◎gra澱．　Buももrue　bree（加g　is　seemedも。　be　ha難（戴capped（沁eも◎p◎◎r

gerrffliri3bility　of　crossed　seeds　i．e．　Fi，　F2　and　subsequent　generatiok＄　（Ra＄ul，　2000，　per－

s◎蕪a王co懸醜caも沁R）．

　　　The　Rormal　propagatioR　eRtirely　depekds　oR　£mdergromid　tuberous　reots　that　eceupy

the　cultivab｝e　lakds　fcr　a　loRg　time　i．e．　imtll　Rext　growmg　sea＄ex．　Grewers　dig　out　the

tubercus　reots　to　free　the　field　for　Rext　crep　aRd　pre＄erve　them　in　holes　atthe　comer　ef

the　field．　Semetimes　they　pre＄erve　them　in　sand’　imder　shady　p｝ace．　With　the　time　pass一
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es，　the　roets　become　rotteR　and　get　shrunk．　This　harapers　the　quality　of　roots　to　be　used

as　planting　propagule　next　year．

　　　i？i　vitro　microprepagatioR　ef　kakrol　will　great，ly　help　to　cvercerae　maxy　problems

related　to　its　successful　production，　seed　germination　and　ereating　variability．　Adequate

．捻ぜ◎r搬ati（）R　OR撫es奪aspecもS三s　sca厩y．　Therefore，　the　pres奪醜sむ嚢（ly　was　gmdertakeRζ◎

identify　suitable　explants　and　to　develop　a　standard　protocol　for　i’7z　z］itro　microprop－

agatieB　in　kakrol．

MATERIALS　AND　METHODS

　　　The　experirnent　was　conducted　in　the　Tissue　Culture　Laboratory　of　Bioteclmology

D眺1◎R，　Bangladesh　Agricu撫ral　Research至ns伽te，　Gazlpw玉701，　Ba㎎1adesh　duri鍛g

November　1999　to　April　2000．

Plant　parts　used　as　explants

　　　Coty｝edoRs，　shoot　tips，　modes　arid　leaves　of　kakro｝　were　’ttsed　as　explaRts．　The　true

seeds　aれd　other蜘Rt　par塾s　were　take識fr◎搬撫e　f圭eld　grow．n　maも嵐1re　planもfr◎m　the

research　field　of　the　Department　of　Genetics　and　Plant　Breeding　of　Bangabandhu　Sheikh

M睡bur　Rahman　A塑．cul加ral　Un．iversiもy，　Gazipur，　Bangladesh．

Prepa潔r議t壼oR　of　Sto｛三k　so至級犠。漉of　MS斑edia　a糠d　groWth　re9縫至ators

　　　Stock　solution　for　MS　media　was　prepared　accordmg　to　Murashige　and　Skoog　（1962）．

Feur　types　of　growth　regulators，　6－benzy｝　amiiio／purine　（BAP），　g　一naphthaleRe　acetic

acid　（NAA），　indole　aeetic　acid　（IAA）　and　indole　butyric　acid　（IBA），　were　used．　NAA　and

BAP　were　dissolved　in　O．1　N　NaOH．　while　IAA　and　IBA　vvere　in　O．1　N　KOH．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

Preparation　of　explants

　　　The　exp｝ants　were　was艶dもhor◎猿職工y　uR（ler　ru装血g　tap　waもe酒焼Plasζ量。　p◎もs£◎r

10－15mi，nutes　to　reduce　the　surface　organism．　They　were　cut　into　pieces　and　washed

w三三deもe．r慕eRt　P◎wder　and　TweeR　2◎f◎r　1◎！胸臆6s　andもh舩sもer撮zed　w誌h（）．王％獄er－

curic　chloride　for　5　minutes．　They　were　washed　3－4　times　with　sterilized　water　under

laiTtiriar　airfiow　cabinet．　Final｝y　the　expiants　were　prepared　｛mder　larrntiar　airftow　cabinet

excising　＄mall　segments　（O．5－1．Ocm）　and　were　cultured　on　MS　medium．　ln　case　of　seeds，

they　were　decoated，　washed　thoroughiy　and　then　placed　en　MS　medSum　following　the

sarrie　procedure　described　earl．ier．　After　a　vveek　when　the　cotyledoR　opened　the　shoot　tip

was　removed　and　the　remaming　eotyledon　was　allowed　to　callus　formation．

Subculture　and　shoot　and　root　induction

　　　S嚢bc簾玉雛res　were　d◎捻e　at　every　3◎days　intervals．　C嘘隻ユres　were　kepもa宅25±王℃

under　16　hr　photoperiod　at　a　light　intensit，y　of　2000－3，　OOO　lux　from　florescent　tubular　light．

The　pr（）撚eraもed　sh◎◎もs　were　CUもaももhe　base　aRd　S雛bc慧．嚢｝縫rff｝d　罫◎r　sh（X）も㎞dUCも1◎R．　The

regenerated　multiple　shoots　were　cut　and　individual　shoots　were　p｝aced　in　haif　streRgth

MS　me（敷㎜contain漁g（澄艶艶煎conce筑tration◎f脇A　and　LAA　for　root　induction．
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Data　eollectien　and　expermental　．design

　　　Comp｝etely　Randemized　DesigR　（CRD）　with　three　replications　was　followed．　E　ach

treatmeRt　had　24　test　tubes　per　replicatieR．　Data　oxx　response　of’　explaRts，　success　per－

centage　of　tubes　containing　eallus，　morphogenic　response　of　callus，　number　and　length　of

mu姫ple　sh◎◎もs，瓢澱ber　aRd　length　of　r◎◎ts　were　rec◎rded．　The　s難ccess　of　caHus　gr◎就h

was　calculated　by　the　following　formula：

　　　S“ccess．（e／e）＝（Nwwber　of　test　tubes　shgwed　callus　inductioft　per　treatraeRt／Tgtal

number　of　tesctubes　setfor　callus　induction　per　treatmeRt）　×　IOO．

　　　Shoots　developed　from　explants　were　remeved　and　those　from　cahos　were　allowed　to

growlmultiplication．　Number　of　shoots　was　the　average　number　of　shoots　developed　in　15

conieal　fiasks　per　treatment　（takng　5　fiask＄　from　each　replication）．

　　　buRcaR’s　Mu｝tiple　Range　Test　（DMRT）　was　used　duriRg　raeaR　separatioR　gsing

MSTAT　software．

RESULTS　AND　DISCUSSION

Morphegenie　response＄
　　　CotyledoR　showed　high　performance　in　callus　induction　than　shoot　tip，　leaf　and　node

（Table　1）．　Swelling　of　leaf　occurred　in　treatments　with　2　mgti　BAP十〇．2mgl－i　NAA　and

3mgl－i　BAP十〇．2mgl－i　NAA，　but　there　were　Ro　further　response．　Direct　shoots　developed

鋤m捻◎de　a嚢d　sh◎◎t⑳醸h甑ca璽us蟄g瞭ea漁e滋s融3瞭圭BAP十◎。2㎎1－1　MA
and　l　mgl－1　B鯉十〇。3mgl傅I　N飴．　The　cotyledon　showed　the　maximum　shoot　induction血

lraglvri　BAP十e．1ragl－i　NAA．　Heque　et　ag．　（1995）　had　more　er　less　sim｛lar　ebservatioR　in

kakrol．，　They　found　that　the　combination　of　1．5mgl－i　BA十〇．1mgl”　NAA　was　the　rnost

Ta麗》蓋e　L　E鋲｝cもs　of（蟹ere魏ex峯）三a設もa嚢d茎）王a揃gr◎wもh　regUlatOrs　on　morpkogenic　resp◎簑se◎f　kakr◎玉．

Concentration　（mgl－i） Morphogenic　response　of　explantsz

BA［P NAA Sho◎tもip No（艶 Leaf Cotyledon

　
0
◎
0
　0
◎
◎
　
◎
0
◎
　

0
0
◎

　
　
　
　
ー
エ
ー
1
2
2
2
2
3
3
3
3

0
0
0
◎
◎
0
0
◎
O
O
O
◎
0
◎
0
◎

q
）
一
S

S
【
q
）

W
W
S
S

NS
NS
NS

c十s，　s

c十s，　s

c十s，s

c十s，s

c十s，s
C十S，　S，　R

NS

S
Sz一：　No　growth　（response），　S：　Direct　Shoot，　Sw：　Swelling，　NS：　No　shoot　but　initial　callus，　C　十S：　Shoot

嶽幟ca懸s，　R：Ro◎t．
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Table　2．　Effects　of　BAP　and　NAA　on　callus　induction　of　kakrol　from　cotyle，　do．　n．

Concentration（mglつ Produetion　of　callus

BAP NAA Amount　o£

　ca恥＄寓

Success’

（％）y

Morphogenic　response．　of　plantlet

differei｝tiation

　
0
0
◎
　
0
0
0
　
◎
0
0
　
◎
◎
◎

　
　
　
　
1
1
1
1
2
2
2
2
3
3
3
3

0
0
0
◎
◎
0
0
0
◎
0
0
0
0
0
◎
0

・
＋
赫
◎
・
榊
倉
淵
赫
嫌
榊
0
0
0
・

3
B
£
　
’6

f1

戟
窒
ﾌ
議
洛
　
　
　
S
8

8
2
。
2
。
ぎ
露
2
。
5
◎
2
9
㌔
8
量

Callus　dried　up

Callus　dried　up

Good　callu＄　growth　with　shoot　initiation

N◎ca蕪織S募r（）賊h

N◎ca磁S菖rowth　but　sh◎◎t・miti誠iOll

Good　callus　growth　with　shoot　mitiation

Good　canus　growth　with　shoot　initiation

Good　callus　growth　with　＄hoot　mitiation

Slow　c認雛s　gr◎w撫

G◎◎dcal．in＄募r◎賊1h麟もh＄h◎◎もa轟（蓬r◎◎転

Good　callus　growth　with　g．　hoot　and　root

No　callu＄　growth

No　callus　growth

No　callus　growth

｝曙◎ca嚢雛s舘ro賊，h　bミ誌sheOも麗も圭aもio鍛

Slow　calixis　growi，h　but　shoot　initiation

zProfuseness　of　callus　based　on　eye　estimation．　O：　No　ea］，lus，　＋：　Low　callus，　＋F：　Medium　callus，　＋H一：

High　callus．

ySucces＄　（CYe）＝（Number　of　test　tubes　showed　callus　induetion　per　treatmeRt）／（Tota｝　zzumber　of　test

も疑beS　S鍮t£（｝f　ca韮疑S主捻d載（雲；重O蓑perもrea慧鷺¢難も）×1◎（｝．

suitable　for　multiple　shooting．

　　　Olte　mg｝rmi　BAP十〇．1mgl－i　NAA　resu｝ted　the　maximum　success　of　eai｝us　growth

（79．Ig／e）　after　12　days　of　culture　fobowed　by　O．2　mgtmi　NAA　which　w’as　50e／e　（Table　2）．

　　　Treatments　with　2　mgl－i　BAP十〇．2mgl一’　NAA，　1　mgl一’　BAP，　2　mgl－i　BAI　and　3　mglmua

BAP十〇．1　rngl”i　NAA　showed　good　response　to　callus　induction　from　the　cotyledons．　ThG

treatment　with　10r　2　mg）’　BAP　十〇．2　mglnti　NAA　oniy　induced　roots　in　cotyledon　explants．

Sぬoot　p笈ro豆iferation

　　　　Shoots　emerged　both　from　callus　and　explants．　The　shoots　emerged　directly　frorn

explants　are　true　to　type　and　it　is　desirable　when　exact　copy　of　parental　mult；iplication　are

expected．　But　the　Rumbers　were　very　poor　（data　were　Rot　recorded）．　Shoots　derived

鋤om　ca恥＄were，もhere鉛re歩recorded．0簸e㎎lm三B鯉十◎．1噂l　NAA　pr◎duced　the　high－

est　number　of　multip｝e　shoots　（25．3）　closely　followed　by　2　mglnvi　BAP　（21．3）　that　differed

significantly　from　other　treatments　（Table　3）．　The　regenerated　shoots　were　compara－

tively　weak　in　the　treatrnent　with　1　mglnyi　BAP十〇．1　mgl”’　NAA．　Hoque　et　ag．　（1995）　found

max㎞【闘＆8　sh◎◎ts　per　exp三a璃a慮iもwas　c1◎s就◎the　m㎞瞭解消va董疑e　of　o蟹s綴dy．

Shoot　growth
　　　Shoot　elongation　showed　the　more　or　less　sirnilar　trend　as　observed　in　rnultiple　shoot

pro｝iferation．　Treatmerit　wtth　l　mgl，’”！　BAP十〇．lmglrmi　NAA　produced　the　loxgest　shoogs

（4．5cra）　elose｝y　fcl｝owed　by　2　mglun｝　BAP十e．2mglrmi　NAA　（4．acm）　aRd　1，　mg｝一i　BAP十
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Table　3． Effects　of　BAP　and　NAA　on　shoot　prohferation　l㎞kakrol　us血g　cotyledon　as

explants．

Concentratien（mgl－1）

BAP NAA
Number　of　shootsz Length　of　shoots　（cm）

　
0
0
0
　0
0
0
　0
0
0
　

　
　
　
　
1
1
1
1
2
2
2
2
3
3
3
3

　一y

21．3　bx

25．3　a

10．6　d

10．0　d

8．6　d

15．6　c

2．2　e

4．5　a

2．6　d

2．3　de

3A　c

4．1　b

zNumber　of　shoots－Number　of　shoots　developed血15　conica1且asks　per　treatment

dur血g　subculture（taking　five且asks血om　each　rephcation）／15．

yNo　shoots．

xMean　separation　within　columns　by　DMRT　at　50／o　level．

O．2mgl－i　NAA　（3．4cm）　that　differed　significantly　from　other　treatments　（Table　3）．

Though　longer　shoots　are　weak　but　it　yield　more　explants　which　is　desirable　for　further

rapid　in　vitTo　multiplication．　There　was　no　citation　on　the　growth　and　elongation　of

shoots　of　kakrol　earlier．　Hoque　et　al．　（1995）　failed　to　elongate　the　shoots　in　kakrol　on　the

medium　when　BA　and　kinetm　were　alone　used．

Root　induction　and　growth

　　　In　vitTo　grown　multiple　shoots　were　excised　and　cultured　on　a　half　strength　MS

mediurn　supplemented　With　IBA　and　IAA．　Most　of　the　cultured　shoots　produced　roots血

Table　4． Effects　of　IAA　and　IBA　in　half　strength　MS　medium　for　root　induction　and

growth　of　kakrol　using　cotyledon　as　explants．

Treatment
Concentration
　　　（mgl一’）

Number　of　roots

　　per　plantlet

Length　of　roots

　　　　（cm）

Control

IM

IBA

　
9
創
Q
σ
9
］
∩
δ

1．9　bz

Ll　c

2．6　a

2．6　a

2．8　a

3．5　ab

4．1　a

3．5　ab

2．8　b

1．9　c

zMean　separation　within　columns　by　DMRT　at　50／o　level．
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Yig．　1． SequeRtia｝　steps　of　rmeropropagation　of　kakrol．　A；　callus　mductioR，　B；　mnitiple　shoetMg

m　subculture，　C，　rooting　and　D；　ex　vitro　establishment
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12－20　days　of　subculture．　The　highest　number　of　roots　（2．8）　was　produced　by　the　treat－

ment　with　O．3　mgl－i　IBA　followed　by　O．2　mgl－i　IBA　（2．6）　and　O．3　rng｝一i　IAA　（2．6）　（Table　4）．

IBA　performed　better　than　LM　for　rooting　ability．　ln　our　study　the　root　Rumber　is　lower

than　that　of　Hoque　et　al．　（1995）．　lt　may　be　due　to　genotypic　variation　ef　the　explants

aloRg　with　cultural　and　environmeRtal　conditioRs．　The　loRgest　reot　（4．1　cm）　was　found　in

O．2Mgl－1　LへA．

Ex　vitro　esta嚢）霊ish斑e巖t

　　　For　the　establi＄tment　of　plant，　regeAerated　heakhy　yeoted　plaptlets　were　piaced　at

reom　temperature　for　le－14　day＄．　TheR　the　plantlets　removed　frgm　the　cultgre　bettles

were　carefidly　cleaRed　te　remeve　tke　adhering　agar．　The　plaRtlets　were　sprayed　wtth

fu㎎重cides　a貧d　plaRもedも◎a◎rm．撮a猟i　sもer翅ze（i　so丑s蟄Pdy¢もhyie丑e　bags重費a嚢eもk◎use．．

After　25・days　of　hardermg，　the　seedmgs　were　traRsplaiited　iR　the　field　akd　were　suceess－

fully　accimatized　in　the　sell．　’17he　oveyaR　sequeRtial　steps　of　micropropagatiolt　are　shown

重nFig．1．

Co藪dusio難　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　Although　genetic　variation　might　occur　in　micropropagation　through　callus，　the

advisable　proeedure　for　in　vitro　multiplication　of　kakrol　is　first　to　induce　callus　from

cotyledons　on　MS　medium　supplemented　with　1．Omg1　1　BA　and　O。1mgl一ユNAA，　then　to

subculture、the　caUus　for　shoot血itiation　on　the　same　composition　of　plant　hormones　as

for　caUus血duction　on　MS　medi㎜，　and血aHy　to　transplant　on　a　ha廷strength　MS　me出一

um　with　O．2－O．3　ragl－i　IAA　or　IBA　for　rooting．
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