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RESUMO

TORRES, FRANCISCO JOSE BRANDAO, M.Sc., Universidade Federal do Espirito
Santo, Junho de 2008. Organogénese in vitro do tomateiro Longa vida cv.
Hibrido ‘Alambra’. Orientador: José Augusto Teixeira do Amaral. Co-orientador:

Edilson Romais Schmildt; Ruimario Inacio Coelho.

Experimentos em meio de estabelecimento e de multiplicacdo para avaliar a
regeneragao vegetativa in vitro do tomateiro foram realizados no desenvolvimento
desta pesquisa. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Produgao Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo, localizado na cidade de Alegre, onde
segmentos apicais, nodais, hipocotilos e folhas cotiledonares inteiras retirados de
plantulas germinadas in vitro (Anexo A) foram utilizados como explantes para a
organogénese do tomateiro longa vida cv. Hibrido ‘Alambra‘. Os explantes foram
inoculados em frascos de vidro em meio de cultivo e subcultivados trés vezes. Em
cada subcultivo, as plantas permaneceram em sala de crescimento em condi¢cdes
controladas de fotoperiodo de 16 horas (16 horas luz/8 horas escuro) e intensidade
luminosa de 36 pmol m?s™ de fotons fotossintéticos através de lampada tipo luz-do-
dia, marca OSRAM, e temperatura controlada de 27 + 2 °C ,onde permaneceram por
21 dias para cada subcultivo, periodo necessario a maturagao fisiolégica dos
explantes. Apds o terceiro subcultivo, as plantulas foram transferidas para
alongamento de ramos utilizando-se 1 mg L™ de cinetina no meio de cultivo e, para
indugdo de rizogénese, as plantulas foram transferidas para meio de cultivo
acrescentado-se 1 mg L" de cinetina e 0,1 mg L™ de acido naftaleno acético
(ANA). As plantulas foram mantidas em sala de crescimento onde permaneceram
durante trinta dias. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com
quatro tratamentos e oito repeticdes num total de 32 frascos. As variaveis utilizadas
para andlise de alongamento de ramos foram: comprimento de caule, numero de
ramos, numero de folhas e tamanho de calo, e, além dessas variaveis, foram
acrescidos para enraizamento: comprimento € matéria fresca das raizes. Os dados

coletados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias dos



tratamentos comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 1 e 5% de significancia. O
melhor tipo de explante para a maioria das variaveis analisadas € segmento apical.
Explantes oriundos de hipocétilos e folhas cotiledonares inteiras néo séo reativas
para induzir calogénese e rizogénese, sendo reativas somente para formagéao de

calos.

Palavras-chave: Solanum Lycopersicon L., ‘Alambra’, propagacao vegetativa, meio

de iniciagdo, explantes.



ABSTRACT

TORRES, FRANCISCO JOSE BRANDAO, M. Sc., Universidade Federal do Espirito
Santo, July, 2008. Organogenesis in vitro of the Long-life tomato plant hybrid
‘Alambra’. Adviser: José Augusto Teixeira do Amaral. Co-advisers: Edilson Romais

Schmildt; Ruimario Inacio Coelho.

Experiments in medium of establishment and of multiplication to evaluate the
regeneration vegetative in vitro of the tomato plant were accomplished in the
development of this research. The work was development in the Laboratory of
Vegetal Tissue Culture of the Department of Vegetal Production of the Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo, located in the Alegre
city, where apical segments, nodal segments, hypocotyls and entire leaves cotyledon
removed of seedling germinated in vitro were used as explants for the regeneration
of the long-life tomato plant ‘Alambra’. The explants were inoculated in glass bottles
in medium of establishment and subcultured three times. In each subculture the
plants remained in growth room in controlled conditions of photoperiod of 16 hours
(16 light/8 hours of dark) and light intensity of 36 pymol m? s™ of photosynthetic
photons through of light-bulb type light-of the day, mark OSRAM and controlled
temperature of 25 + 2 °C where remained per 21 days for each subculture, necessary
period to the physiological maturation of the explants. After the third subculture the
seedlings were transferred to branch lengthening using 1 mg L™ of kinetin in the
culture medium and the seedling were transferred to MS medium (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) added of 1 mg L™ of kinetin € 0.1 mg. L' of naphthaleneacetic acid
(NAA) for induction of rooting. The seedlings were kept in growth room where
remained during thirty days. The experimental design was completely randomized
with four treatments and eight repetitions for treatment in a total of 32 bottles. The
variable used for analyze of branch lengthening were: stem length, branch number,
leaf number and callus size and for rooting the variable root length and fresh matter
were increased. The collected data were submitted to the variance analyze by F test

and the averages of the treatments compared by Tukey test at the level of 1 and 5%



of significance. The best explante type for most of the analyzed variables is segment
apical. Explantes originating from of hypocotyls and entire leaves cotyledon are not
reactive to induce callogenesis and rhizogenesis, being only reactive for formation of

calluses.

key Words: Solanum Iycopersicum L., ‘Alambra’, plant propagation, medium

initiation, explants.
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1 INTRODUGAO

O tomateiro (Solanum Lycopersicon L.) € uma das olericolas mais plantadas e
consumidas no mundo (AGRIANUAL, 2007). A China é considerada o maior
produtor mundial, seguida pelos Estados Unidos da América, que juntos produzem
em torno de 30% da produg¢do mundial total (FONTES; SILVA, 2002). O Brasil ocupa
a sexta posicdo mundial, com produtividade que situa entre 45 a 60 t ha™', sendo
responsavel pela producao de 3.641.402 t (IBGE, 2004).

No Brasil o tomate ocupa o 2° lugar entre as olericolas na produgao/consumo, sendo
o consumo de 5,3 Kg per capita/ano (MULTIPLICACAO..., 2007). A cultura
concentra-se em varios estados brasileiros, sendo Goias o maior produtor, seguido
por Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Bahia que juntos sado responsaveis
por 77% da produgao brasileira (IBGE, 2004).

As variedades originadas da espécie Solanum Lycopersicon L., como Santa Clara,
Angela Hiper, Angela Super, Angela Gigante, Kada (FONTES; SILVA, 2002;
FILGUEIRA, 1981), ocuparam até a década de 80 mais de 80% da producao de
tomate brasileira. Entretanto, essas cultivares ainda possuiam caracteristicas
indesejaveis para o consumidor exigente, tais como: baixa resisténcia as injurias
mecanicas provocadas durante o periodo de colheita, transporte, amadurecimento e
amolecimento precoce do fruto e menor tempo de prateleira (GUALBERTO; BRAZ,
BANZATO, 2002).

Na década de 80, foi introduzida no mercado americano o hibrido longa vida com o
gen anti-senso ‘Flarv Sarv’ que retarda o amolecimento e amadurecimento do fruto,
proporcionando maior resisténcia mecanica do mesmo na época de colheita,
transporte, acondicionamento, como também prolongando seu periodo de prateleira
para até 30 dias pods-colhido (FERREIRA, 2004). Em seguida, surgiram novos
hibridos longa vida (gen rin), ndo trangénicos. Atualmente, respondem por mais de
70% da produgédo brasileira de tomate de mesa (DELLA VECHIA; KOCH, 2000),
sendo que dentre as principais variedades de hibridos longa vida, o hibrido ‘Alambra’
€ 0 mais cultivado nas regides produtoras do Brasil, e dentre elas, o Estado do
Espirito Santo tem 90% de seu cultivo dedicado a essa variedade. A resisténcia

mecanica, cor, sabor e firmeza do fruto dessa variedade de tomateiro proporcionam



maior flexibilidade ao produtor por ocasido da colheita, menores perdas nas
operagdes de classificagdo, embalagem, transporte e comercializagdo dos frutos
(FERREIRA, 2004). Essas caracteristicas sado de fundamental importadncia no
incremento da produtividade e qualidade do tomate produzido no Brasil (DELLA
VECHIA; KOCH, 2000).

A cultura do tomateiro é altamente susceptivel ao ataque de fungos, bactérias, virus
e insetos, por conseguinte aplicagdes macicas de defensivos quimicos sao utilizadas
de maneira preventiva e periodicamente contra a acdo desses agentes
fitopatogénicos, aumentando ainda mais o custo de produgéo para os tomaticultores.
Assim sendo, ha necessidade de se buscar alternativas a reproducdo seminifera,
objetivando minimizar o custo de produgdo, em virtude das sementes serem
importadas, tornando-se muito onerosas. A propagacgao vegetativa in vitro € uma
ferramenta da biotecnologia que se baseia na capacidade de regeneragdao de uma
planta completa a partir de células ou fragmentos de tecidos denominados explante.
Ou seja, baseia-se no principio de que toda célula é totipotente, isto &, tem
competéncia para regenerar um organismo completo, desde que desenvolvida em
condicbes de meio nutritivo adequado, para que possa expressar sua capacidade
organogenética (LINDHIST, 2006).

Os explantes sao cultivados em meio de cultivo dentro de frascos de vidro em
condicoes assépticas, proporcionando a producdo em massa de plantulas isentas de

agentes contaminantes.

Os explantes sao retirados de plantas matrizes de boa qualidade produzidas in vitro
ou ex vitro. Explantes produzidos ex vitro devem ser desinfestados, normalmente
com hipoclorito de sédio e alcool etilico, para serem utilizados. Varios tipos de
explantes podem ser utilizados, tais como: segmento apical, segmento nodal,
cotilédones inteiros, cotilédones fendidos, folhas e discos foliares. O sucesso na
regeneragdo morfogenética das plantas depende de varios fatores, tais como: idade
dos explantes, tipo de explantes, espécie vegetal, concentragdo de reguladores de

crescimento e nutricdo mineral.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de identificar o tipo de explante mais
eficiente para regeneracao morfogenética in vitro do tomateiro ‘Alambra’, buscando a
obtengdo em massa de plantulas com alta qualidade fitossanitaria e genética em

menor espago geografico e temporal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS DA CULTURA

No Brasil e na China, respectivamente, 62% e 95% da produgdo de tomate é
destinada ao consumo in natura, enquanto que nos Estados Unidos da Ameérica
esse valor é de 21%, o restante € destinado a industria de alimentos (FONTES;
SILVA, 2002).

No Brasil, o tomate ocupa o 2° lugar entre as olericolas na produgdo/consumo,
sendo seu consumo igual a 5,3 kg per capita/ano (IBGE, 1998). A cultura encontra-
se concentrada em varios estados brasileiros, sendo Goias o maior produtor,
seguido de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Bahia, que juntos sao

responsaveis por 77% da produgéo Brasileira (IBGE, 2004)

E uma cultura de grande expressdo econdmica por ser uma fonte de alimentacéo
humana, rico em agucares, acidos organicos, licopeno em média de 1,33 mg 100 g'1
(anti-cancerigeno), vitaminas do complexo A e do complexo B, minerais, calcio,
fosforo e acido folico. Apresenta também expressao social, pois congrega mais de
10.000 produtores, com 60.000 familias de trabalhadores, compostas por um efetivo
de mais de 200.000 trabalhadores (TAVARES, 2003).

O tomateiro € originario da América Central e do Sul, nas regides andinas do Peru e
da Bolivia (PERALTA, I. S; KNAPP, S SPOONER, D.M, 2005) e foi difundido para
outros continentes. Foi introduzido no Japé&o pelos portugueses, vindo do sudeste da

Asia ou da China.

Taxonomicamente, o tomateiro comercial € uma dicotiledonea, pertencente a ordem
Tubiflorae, familia Solanaceae, género Lycopersicon, espécie Lycopersicon
esculentum Mill, cujo nome foi uma homenagem a MILLER, que foi o primeiro
botanico a propor sua classificagdo botanica em 1754 (MINAMI; HAAG, 1989).
Todavia, existe proposta para mudanca de sua classificagao botanica para Solanum
lycopersicon L. (PERALTA, I. S; SPOONER, D.M, 2005)

O tomateiro é uma planta herbacea de caule redondo, piloso e macio, anguloso na

fase juvenil, tornando-se fibroso, posteriormente (MINAMI; HAAG, 1989), de
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crescimento indeterminado, com altura superior a dois metros. As flores sao
hermafroditas, pequenas, de coloragdo amarela, em numero de 3 a 12, reunidas em
forma de cacho. Quando fecundadas desprendem-se do pedunculo originando o
fruto que € uma baga carnuda, suculenta de coloragdo vermelha, quando madura,
unilocular ou plurilocular (FILGUEIRA, 1981). A parede do ovario denomina-se
pericarpo e possui trés camadas: exocarpo, mesocarpo e endocarpo (FONTES;
SILVA, 2002).

A espécie Lycopersicon esculentum deu origem a muitas variedades e, até os dias
atuais, € a mais cultivada em todo mundo. Muitas variedades surgiram nas
diferentes regides produtoras, sendo que o nome geralmente esta relacionado com a
regiao de origem ou com o nome da empresa criadora da variedade. Do cruzamento
das cultivares rei Umberto e a variedade chacareiro (japonesa) ocorrido na cidade
de Suzano (SP), entre 1935 a 1940, surgiu uma nova variedade que teve grande
aceitacdo comercial. Com a organizagao da colénia nipénica de Santa Cruz no Rio
de Janeiro, a nova cultivar foi denominada Santa Cruz (FERREIRA, 2004).

A partir da variedade Santa Cruz surgiram outras, como: Santa Clara, Angela hiper,
Angela Super, Angela Gigante, Kada (FONTES; SILVA, 2002). Essas variedades
ocuparam até a década de 80 mais 80% da producdo de tomate brasileira, que
apesar de possuirem rusticidade, ainda possuiam caracteristicas indesejaveis para o
consumidor exigente, tais como: baixa resisténcia as injurias mecanicas provocadas
durante o periodo de colheita, transporte, amadurecimento e amolecimento precoce
do fruto e menor tempo de prateleira (GUALBERTO; BRAZ; BANZATO, 2002).

A partir de 1984, foi introduzida no mercado americano uma variedade hibrida com o
gen anti-senso ‘Flarv Sarv’ que retarda o amadurecimento precoce do fruto por
comandar a expressdo da poligalactunorase, enzima que retarda a quebra da
celulose da parede celular do fruto, proporcionando maior resisténcia ao fruto, na
colheita, transporte, acondicionamento e também prolongando seu periodo de
prateleira para até 30 dias pds-colhido (FERREIRA, 2004).

Em seguida, surgiram novos hibridos longa vida (Gen rin), como as variedades:
‘Alambra’, ‘Carmem’, ‘Raisa’, ‘Densus horticeres’ (GUALBERTO; BRAZ;
BANZATTO, 2002) que atualmente respondem por mais de 80% da produgao

brasileira de tomate de mesa.



A resisténcia mecanica, cor, sabor e firmeza do fruto dessa variedade de tomate
proporcionam maior flexibilidade ao produtor: na ocasido da colheita, menores
perdas nas operagdes de classificagdo, embalagem, transporte e comercializagao
dos frutos (FILGUEIRA, 1981, FERREIRA, 2004). Caracteristicas que sado de
fundamental importancia no incremento da produtividade e qualidade do tomate
produzido no Brasil (DELLA VECCHIA; KOCK, 2000). Devido a grande
produtividade, alta qualidade e aceitacdo comercial das variedades longa vida no
mercado brasileiro, associado ao processo tecnoldgico de produgdo de sementes e

a importagdo das mesmas, estas se tornaram onerosas.

A cultura do tomate, assim como a do pimentdo, batata, jil6 e plantas da familia
Solanacea, sao altamente susceptiveis aos ataques de fungos, bactérias virus e
insetos, aplicagbes macicas de defensivos quimicos necessitam ser utilizados de
maneira preventiva e periodicamente contra a agcao desses agentes fitopatogénicos,
aumentando ainda mais o custo de producgao para os tomaticultores. Assim sendo,
ha necessidade de se buscar alternativas a reproducédo seminifera, objetivando
minimizar o custo de producdo, principalmente para aqueles que possuem menor

poder aquisitivo.

2.2 PROPAGAGCAO VEGETATIVA

A propagacao vegetativa é uma ferramenta da biotecnologia que se baseia na
capacidade de regeneracdo de uma planta completa a partir de células ou
fragmentos de tecidos denominados explante (PERALTA). Ou seja, baseia-se no
principio de que toda a célula ¢ totipotente, isto €, tem competéncia para regenerar
um organismo completo, desde que desenvolvida em condi¢des de meio nutritivo
adequado, para que possa expressar sua capacidade organogenética (LINDHIST,
20086).

Quando o explante € composto de células embrionarias ou meristematicas pode
ocorrer embriogénese ou organogénese somatica direta (WILLIANS;
MAHESWARAN, 1986), isto é, de uma célula ou tecido indiferenciado pode-se

produzir diretamente um 6rgao ou tecido.
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Explantes oriundos de tecidos ou 6rgaos diferenciados inicialmente formam uma
massa desorganizada de células denominada calo, que sofrem desdiferenciagéo
celular originando embriogénese ou organogénese somatica indireta e, segundo
Fosket (1994), a organogénese ocorre através de atividades dos tecidos
meristematicos os quais induzem a formacao de 6rgaos vegetais, como caule raizes
e folhas, no processo de regeneragéo in vitro. Carry et al. (2001) conceituam a
competéncia de um tecido como o potencial para formar um novo 6rgao em resposta
a um estimulo hormonal especifico. Assim sendo, a falta de competéncia
organogenética em um determinado tecido poderia ser explicada pela auséncia de
receptores ao horménio envolvido na indugdo da organogénese (INOUE et al.,
2000).

O controle do desenvolvimento de raizes é influenciado por substancias reguladoras
de crescimento, sendo que o alongamento de raizes primarias € inibido por
concentragdes enddgenas de auxina maiores que 10 M, enquanto que a iniciacdo
de raizes laterais e adventicias € estimulada por altos niveis de auxina (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Na regeneracao in vitro por organogénese, a relagcao dos horménios
citocininas e auxinas influenciam diretamente na formacao dos 6rgaos da plantula.
As citocininas séo classes de hormdnios que estimulam a divisdo celular e
alongamento de ramos, enquanto as auxinas estimulam o crescimento de raizes e
podem induzir a formacado de calogénese (GEORGE; SHERRINGTON, 1984;
GEORGE, 1996).

A fonte de explante é outro fator que influi a organogénese in vitro. Os tecidos
meristematicos por serem constituidos de células indiferenciadas apresentam maior
competéncia organogenética, principalmente os localizados nas gemas apicais e
axilares (PERES, 2002). Segundo Aung, Bryan e Byrne (1975) os tecidos vegetais
apresentam diferentes potenciais de competéncia organogenética posto que quanto
maior a determinagcao de um explante para formar gemas, menor € sua competéncia

para originar raiz.

Estudos realizados por Koornneef et al. (1993) e Smith, Jackson e Hake (1995)
indicam que a competéncia e a determinacdo dos explantes resultam da acéo

diferencial de genes que regulam as etapas do desenvolvimento.

De acordo com Peres e outros (2001), a regeneragdo de algumas espécies

selvagens de tomate é controla por um ou dois genes.
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Explantes que falham em formar um determinado érgéo in vitro, por estarem
“‘determinados”, podem ter perdido a capacidade de expressdo de genes mestres

durante um processo intenso de diferenciac&o sofrido anteriormente (PERES, 2002).

Segundo Borges, Benbadis e Marco (2005), trabalhando com explantes de folhas e
raizes de tomateiro, ndo observaram regeneragao de brotos em nenhuma variedade
testada. Citam que provavelmente tenha ocorrido falha de competéncia no genétipo

desses explantes, perdendo sua capacidade de regeneragao.

Torres e outros (1998) citam que podem ser obtidas respostas diferentes na indugéo
da organogénese in vitro do mesmo tecido ao se modificar a dosagem de fontes de
agucares e vitaminas do meio de cultura. A amplitude de respostas organogenética
também ocorre em fungao da alteragdo da composi¢cao mineral do meio de cultivo.
As principais vantagens da propagagao vegetativa sao os altos coeficientes de
multiplicagdo que permitem manipular volumes elevados de plantulas isentas de
agentes fitopatogénicos e pragas em curto espaco e tempo (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998), bem como: introdugao rapida de novas variedades ou clones,
saneamento de doencas, manutencdo de germoplasmas, resgate de embrides

interespecificos e uniformidade das plantulas produzidas.

A cultura de segmentos apicais e os segmentos nodais tém sido utilizados para
estabelecer organogénese in vitro em varias culturas, incluindo mamoeiro
(SCHMILDT, 1994; SCHMILDT, 2006) e tomateiro (ALMEIDA; OLIVEIRA; LOYOLA,
2001; BORGES; BENBADIS; MARCO, 2005). A técnica permite a producdo de
explantes livres de patégenos, com o objetivo de produzir material de alta qualidade
fitossanitaria. Esses tipos de explantes apresentam maior competéncia
organogenética, visto que sao formados de células perenes embrionarias e
indiferenciadas (FAHN, 1967). A cultura desses segmentos consiste na excisdo em
condigbes assépticas do meristema apical e lateral, contendo um ou dois primérdios
foliares que ainda nédo estabeleceram conexdo vascular com o restante da planta
(TORRES; TEIXEIRA; POZZER, 1998).

A organogénese esta relacionada com a formacgao de eixos caulinares originados de
gemas pré-existentes ou neoformadas. Esses eixos séo induzidos ao enraizamento
in vitro ou ex vitro, resultando em plantulas completas que podem ser aclimatizadas
e em seguida aclimatadas. Na organogénese direta, a partir de um explante

primario, ha a formacédo de um eixo caulinar a partir de gemas apicais, laterais ou
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axilares. Na organogénese indireta, ocorre inicialmente a desdiferenciacdo do
explante, resultando na formagdo de calos (calogénese), que pode ser definido
como a proliferagdo de uma massa de células indiferenciadas originando
meristemodides (THORP, 1989).

De modo geral, a formagao de calos ndo é desejavel para a propagagao vegetativa,
uma vez que a constituicdo cromossémica desse material € instavel, podendo

originar variantes genéticos, devido a variagdo somaclonal (LARKINS; VASIL,2000).

Segundo Fachinello et al. (1995), a formagédo de calo na zona de enraizamento é
indesejavel, pois pode afetar a qualidade das raizes, principalmente no que se refere
a conexdo vascular com a planta. Esse enraizamento ndo é interessante para
trabalhos visando propagacédo de plantas, pois essas raizes raramente possuem
conexdes vasculares com ramos regenerados a partir de calo (GEORGE;
SHERRINGTON, 1984).

2.3 ESTABELECIMENTOS DE EXPLANTES E MULTIPLICACAO DAS
PLANTULAS

A propagacgao vegetativa, ferramenta da biotecnologia, se baseia na capacidade de
regeneragdo de uma planta completa, a partir de células ou fragmentos de tecidos
vegetais reconhecidos como explantes (GEORGE, 1996; GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; GEORGE; SHERRINGTON, 1984; MURASHIGE; 1962;
MURASHIGE; SKOOG, 1974).

Baseado no que orienta Schleiden (1838) e Schwan (1839), citados por Lindhist
(2006), toda célula tem competéncia para regenerar um organismo completo, desde
que desenvolvida em condicbes de meio nutritivo adequado, para que possa
expressar sua capacidade organogenética, vé-se entao ai a base da propagacao

vegetativa.

As principais vantagens da propagacéao vegetativa in vitro sdo os altos coeficientes
de multiplicagdo que permitem manipular volumes elevados de plantulas isentas de
agentes fitopatogénicos e pragas em curto espaco e tempo (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, citado por TORRES; CALDAS; BUSO, 1998), introducdo rapida de
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novas variedades ou clones, saneamento de doengas, manutencido de
germoplasmas, resgate de embrides interespecificos e uniformidade das plantulas

produzidas.

Na propagacgao in vitro, as plantas se desenvolvem dentro de frascos de vidro
contendo meio de cultura. De acordo com Decatti (2000), das plantas cultivadas in
vitro em condicbes adequadas e em presenca de reguladores de crescimento,
controle de luminosidade e fonte de carbono no meio de estabelecimento, pode-se

obter matrizes isentas de agentes fitopatogénicos para obtencao de explantes.

Varios trabalhos tém sido conduzidos com a espécie do género Lycopersicon,
entretanto poucos foram desenvolvidos para estabelecer protocolos de regeneragao
in vitro dessa espécie. Varios autores encontraram diferentes resultados quando
utilizaram diferentes tipos de explantes nessa espécie, tais como cotilédones
fendidos (ALMEIDA; OLIVEIRA; LOYOLA, 2001; FARI et al. 2000), folha cotiledonar
inteira, base e apice de folha cotiledonar, hipocdtilo, raizes e folhas definitivas
(BORGES; BENBADIS; MARCO, 2005) e discos foliares.

No género Lycopersicon, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos, mas poucos com
cultivo in vitro, principalmente com o tomate longa vida hibrido ‘Alambra’, hoje

responsavel por mais de 80% da producéo brasileira de tomate de mesa.

Com base no processo de propagagao vegetativa in vitro, procurou-se desenvolver
um trabalho para determinar o melhor tipo de explante para a regeneragao
morfogenética dessa variedade, possibilitando a produgdo maci¢ga de plantas de

qualidade genética e fitossanitaria.

2.4 ESTAGIOS DA MULTIPLICACAO VEGETATIVA IN VITRO

A propagacao vegetativa in vitro, de acordo com Murashige (1974), ocorre em quatro
estagios, observando uma sequéncia laboratorial: estagios I, Il, lll e IV. Debergh e
Read (1991) propuseram o estagio zero, sequéncia em que a indugado e expressao

das respostas morfogenéticas in vitro devem seguir os passos abaixo citados.

Estagio 0 — Consiste em selecionar e cultivar a planta matriz doadora de explantes

em condigdes adequadas e, eventualmente, controladas. Isso significa que pode ser
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necessario modificar as condicdes de fotoperiodo e temperatura, ou aplicar a essa
planta fitorreguladores do grupo das giberelinas e auxinas, alterando com isto a sua
condigao fisiologica.

Estagio | — Consiste no estabelecimento da cultura isenta de agentes contaminantes.
O objetivo desse estagio € a definigdo do tipo de explante a ser utilizado, o seu alto
indice de sobrevivéncia e rapido crescimento. Neste estagio torna-se necessario

monitorar e controlar as reagcdes de oxidacdo que ocorrem no meio de cultivo: como:

a) respostas a ferimentos provocados nos explantes pela excisdo do érgao ou

tecido quando retirado da planta matriz;

b) incubagdo dessas culturas na auséncia da luz por alguns dias pode inibir os

processos oxidativos.

Estagio Il - Multiplicagao: este estagio é fundamentado na divisdo e diferenciagcao
celular, objetivando a obtengdo de uma plantula, de acordo com as diferentes rotas
morfogenéticas possiveis. De maneira geral, procura-se promover a liberacdo de
gemas axilares pré-formadas ou a indugao de gemas adventicias. Em muitos casos,
estagios intermediarios de calo estdo envolvidos, contudo, quando o objetivo é a
manutengcdo da conformidade clonal, a passagem por estagios de calo deve ser

evitada, tendo em vista a possibilidade de ocorréncia de variagbes somaclonais.

Nesse estagio deve-se determinar o numero e o intervalo de subcultivos, bem como
determinar e otimizar a taxa de multiplicacdo, ou seja, 0 numero de gemas ou de
eixos caulinares que podem ser obtidos a partir de cada inécuo nos subcultivos. A

partir desses subcultivos podem aparecer mutantes ou variantes somaclonais.

As condigbes ambientais nesse estagio relacionam-se com a temperatura, cuja
faixa 6tima esta entre 27 e 29 °C para plantas de clima temperado e tropical,
respectivamente. O periodo de luz deve permanecer em torno de 16 a 18 horas em

intensidades luminosas médias de 36 pmol m2 s de fotons fotossintéticos.

Estagio Ill - Nesta fase procura-se alongar ramos, induzir a iniciagdo radicular e a
preparagdo para a aclimatizagdo. Nesse estagio ocorre a preparagdo para a
conversao das condi¢gdes heterotréficas para autotrédficas. As estratégias desse

estagio incluem eventuais inclusdes no meio de cultura de:

a) GA; para induzir o alongamento de eixos caulinares;
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b) AIB para induzir a iniciagcao radicular;
c) carvao ativado para favorecer a iniciagao radicular.

Redugdes nas concentragdes dos sais e das fontes de carboidratos do meio de
cultura podem trazer beneficios a iniciacado radicular, bem como facilitar o processo

de aclimatizacéo.

Este estagio inicia-se com a obtencdo de explantes mais adequados para a
propagacao vegetativa e termina com a obtengcdo de plantas livres de agentes

contaminantes visiveis e adaptadas completamente as condi¢des in vitro.

Um dos primeiros meios de cultura desenvolvidos foi o de White (1934), meio que
apresenta baixo nivel de nitrogénio e de potassio, restringindo o seu uso para muitas
células, entretanto, essa formulacdo com baixa concentracdo em sais, € usada em
muitas situagdes. O meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) foi uma das primeiras
formulagcdes melhoradas usadas em cultura de tecidos de plantas, apresentando
altos niveis de nitrato, potassio e amdnio, sendo um dos meios de cultivo mais

utilizado atualmente.

2.5 COMPOSICOES DOS MEIOS DE CULTURA

Um dos meios nutritivos bastante utilizados no cultivo in vitro é o meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), que é constituido de macro e micro elementos
essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantulas. Além desses
elementos, também sao adicionados ao meio sais organicos e vitaminas, fonte de
carbono e horménios vegetais nas diferentes etapas do desenvolvimento das
plantulas. Tendo em vista que esse estagio da cultura in vitro pode representar 30 a
60% do custo de uma planta propagada, muitos laboratérios preferem promover o

enraizamento ex vitro, estratégia que deve ser considerada sempre que possivel.

Estagio IV - Aclimatizacdo: neste estagio ocorre a transicdo da condicéo
heterotrofica para autotréfica. O principal objetivo neste estagio é diminuir ao
maximo as perdas que ocorrem principalmente pela desidratacido dos tecidos da
microplanta. O emprego de estufas, tuneis plasticos, sistemas de nebulizagdo e de

antitranspirantes deve ser considerado para cada situacdo, tendo em vista que as
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plantas nesse estagio normalmente ndo apresentam estématos funcionais e suas

folhas tém reduzida capacidade de formacgao de cuticulas cerosas protetoras.

Composicdes adequadas de substratos também sao importantes e, na maior parte
dos casos, 0 emprego de areia, terra, vermiculita, casca de arroz carbonizada
isoladamente ou em misturas proporcionais, resulta em elevados indices de

sobrevivéncia.

De maneira geral, esse estagio inicia com a retirada das plantulas dos frascos e a
cuidadosa remogao por lavagem de residuos de meio de cultura solidificado junto ao
sistema radicular. Um segundo passo consiste em repicar as plantulas para
bandejas de isopor contendo o substrato autoclavado, cuja composicdo foi
previamente determinada. O terceiro passo consiste em manter as bandejas, por
periodos de até 15 dias, em sala de cultura cuja temperatura, duragao e intensidade

luminosa possam ser controladas.

A manutengdo de uma camara umida sobre as bandejas pode ser feita pela
utilizacao de filmes plasticos em cobertura. Posteriormente, transfere-se as bandejas
para uma estufa com sistema de nebulizagao intermitente por periodos médios de
15 a 30 dias, podendo depois repicar as plantulas para sacos plasticos contendo
uma mistura convencional ndo autoclavada de solo argiloso, arenoso e matéria
organica e manté-las em condicdo de ripado ou cobertura com sombrite que deixem

passar em torno de 50% da luminosidade.

Por fim procede-se uma retirada gradual da cobertura para que as mudas sejam
submetidas as condigdes normais que se verificam apds o transplante para o local
definitivo. E importante salientar que determinada seqiiéncias destas operacdes
podem ser eliminadas em algumas espécies. Para abacaxizeiro, por exemplo, o
segundo passo anteriormente descrito pode ser eliminado e ndo ha a necessidade
de ser feita a repicagem para sacos plasticos, podendo as mudas ser
comercializadas ou enviadas ao campo nas bandejas de isopor. Torna-se

necessario, portanto, estabelecer procedimentos especificos.

Os meios nutritivos sdo formados por multiplos componentes, sendo bastante
variaveis em fungdo da espécie vegetal e da origem do explante. E constituido de
componentes essenciais e opcionais. Os essenciais compreendem a agua, 0s sais

inorganicos, a fonte de carbono e energia, as vitaminas e as substancias
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reguladoras de crescimento. Entre os componentes adicionais estdo incluidos os
aminodacidos e as amidas, os acidos organicos e as substancias naturais complexas
(GEORGE, 1996; GEORGE; SHERRINGTON, 1984; GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998; GUERRA, 1988; GUERRA; NODARI, 2008; MURASHIGE, 1974,
MURASHIGE; SKOOG, 1962).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGOES DOS EXPLANTES

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do
Departamento de Producao Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade

Federal do Espirito Santo, localizado na cidade de Alegre, Estado do Espirito Santo.

Foram utilizadas sementes certificadas de tomateiro (Solanum lycopersicon L.),
hibrido ‘Alambra’ adquiridas na Franca pela empresa PLANTEC, do municipio de

Venda Nova do Imigrante - ES.

As sementes foram inicialmente desinfestadas em camara de fluxo laminar
horizontal, com alcool etilico 70% (v/v), durante um minuto, e em seguida com
hipoclorito de sdédio a 1% (v/v) durante 20 minutos. Apds a desinfestacédo as

sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada e esterilizada.

Para obtencdo das plantulas matrizes doadoras dos explantes, utilizaram-se 25
tubos de ensaio contendo 15 ml de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
incorporando-se ao meio 30 g L™ de sacarose, como fonte de carbono, e 8 g L' de
agar-agar, como agente solidificante, conforme fotografia 1 e 2. Uma semente foi
inoculada em cada um dos tubos de ensaio, que a seguir foram tampados e lacrados
com filme PVC e transferidos para a sala de crescimento, sob fotoperiodo de16
horas (16 horas luz/8horas de escuro) e intensidade luminosa de 36 pmol m2s” de
fotons fotossintéticos fornecidos por lampadas do tipo luz-do-dia, marca OSRAM e

temperatura controlada de 27 + 2° C, onde permaneceram por 21 dias.
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FOTOGRAFIA 1 e 2 - EXPLANTES DE HIPOCOTILO IN VITRO DE TOMATE
HIBRIDO ‘ALAMBRA’
Fonte: Torres (Experimentos desenvolvidos 2007/2008).*

'TORRES, Francisco José Brand3o. Experimentos realizados para o desenvolvimento da Tese de

MS no Centro de Ciéncias Agrarias do ES- Pés Graduagao em Produgdo Vegetal, Alegre, 2007/08.
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Findo esse tempo, as plantulas foram retiradas dos tubos de ensaio, em camara de
fluxo laminar horizontal, para obtencao dos explantes, que foram excisados das
plantulas matrizes, constituidos de segmentos apicais, segmentos nodais, folhas
cotiledonares inteiras e hipocétilos. Em seguida, foi feita a limpeza dos explantes,

retirando-se o excesso de material vegetal.

Cada tratamento foi inoculado no meio de estabelecimento num total de quatro tipos

de explantes, com 8 repeticdes por tratamento, totalizando 32 frascos de vidro.

Apds a inoculagédo dos explantes, os frascos foram fechados com tampa e lacrados
com filme de PVC e o material experimental foi transferido e mantido em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 horas (16 horas luz/8 horas de escuro) e
intensidade luminosa de 36 umol m?2 s de fétons fotossintéticos fornecida por
lampadas tipo luz-do-dia, marca OSRAM e temperatura controlada de 27 + 2° C,

onde permaneceram por 21 dias.

Transcorrido o tempo de estabelecimento da cultura, as plantulas foram
subcultivadas duas vezes e recultivadas uma vez nas mesmas condicdes de
luminosidade, fotoperiodo e temperatura, em meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) suplementado, em cada recultivo, com 1 mg L de cinetina, cuja
concentracao desse regulador de crescimento foi determinada por intermédio de

estudos preliminares.

3.2 INDUCAO, MULTIPLICACAO E ALONGAMENTO DE RAMOS

Apos o recultivo, as plantulas foram inoculadas em meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) adicionando-se ao meio 1 mg L' de cinetina para alongamento de
ramos. De acordo com Fari, Resende e Mello (2000), as plantulas estdo maduras
fisiologicamente para induzir organogénese somatica direta somente apos trés
subcultivos. Nessas condi¢gées as plantulas foram mantidas em sala de crescimento

por mais trinta dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos

e oito repeti¢cdes por tratamento, num total de 32 frascos.
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As caracteristicas utilizadas para analise foram: comprimento de caule, nimero de
ramos, numero de folhas e tamanho de calo. O comprimento do caule e o tamanho
do calo foram determinados sobrepondo uma placa de Petri, contendo os tecidos

sobre uma escala milimétrica.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias dos

tratamentos comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

3.3 INDUCAO DA RIZOGENESE

Apos alongamento dos ramos, segmentos apicais e segmentos nodais, foram
utilizados para a indugao de rizogénese, posto que as folhas cotiledonares inteiras e
hipocotilos, apdés o recultivo, ndo foram reativas para induzir organogénese
somatica. Alguns tipos de explantes perdem a competéncia com subcultivos e

recultivos sucessivos.

Em cémara de fluxo laminar horizontal e em frascos de vidro de 6 cm de didmetro
por 6 cm de altura, contendo 30 ml do meio de cultura MS (MURASIGHE; SKOOG,
1962), segmentos apicais e segmentos nodais foram inoculados. Foi acrescentado
ao meio 1 mg L' de cinetina e 0,1 mg L de ANA (acido naftaleno acético). Em
seguida os explantes foram transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas e intensidade luminosa de 36 umol m? s de fétons fotossintéticos,
através de lampada tipo luz-do-dia, marca OSRAM, e a temperatura controlada em

27 + 2 °C, onde foram mantidas por trinta dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dois tratamentos e

oito repeticoes, e dois frascos por repeticao num total de 32 frascos.
O modelo estatistico utilizadofoi Yij=py+Giy+Ei

Apos trinta dias de cultivo, as plantulas foram colhidas para avaliagdo do
comprimento do caule, numero de ramos, numero de folhas, tamanho dos calos,

comprimento e matéria fresca das raizes.

Os dados coletados foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos

tratamentos comparadas pelo teste F ao nivel de 1% de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o resumo da analise de variancia, ndo ha diferenca significativa
quando se usou segmentos apicais, segmentos nodais e folhas cotiledonares
inteiras para inducao de calogénese (Tabela 1), embora o tratamento em que foram
usados segmentos nodais mostre-se mais eficiente em relagdo ao segmento apical

(Figura 1).

Os calos sao massas desorganizadas de células que posteriormente sofrem
desdiferenciacao e, quando cultivadas em meio nutritivo adequado, podem induzir a
regeneragdo morfogenética indireta das plantulas. Um dos problemas da
organogénese somatica indireta é a variagdo somaclonal, onde algumas plantas
podem apresentar variantes genéticas (LARKIN, 2000). Na propagacao vegetativa,
formacdo de calo geralmente nao ¢é desejavel, posto que a constituicao
cromossOmica desse material € instavel, podendo originar variantes genéticos. Por
outro lado a formagao de calo na zona de enraizamento também é indesejavel, pois
pode afetar a qualidade das raizes, visto que essas raramente possuem conexdes
vasculares com ramos regenerados a partir do calo (GEOGE; SHERRINGTON,
1984). No presente estudo, ndo ha diferengas significativas na indugao de calos,
quando se usou folhas cotiledonares e hipocétilos (Figura 1).

TABELA 1 - Resumo da analise de variancia para o tamanho do calo em quatro

tipos de explantes: segmentos apicais (S.A), segmentos nodais (S.N), folhas
cotiledonares inteiras (C.1) e hipocétilos (H.l) de tomate hibrido ‘Alambra’

FV GL SQ QM F
Tratamento 3 25,09 8, 36 3, 2%
Residuo 28 71,12 2,54
Total 31
CV(%) 50, 4

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. Foi atribuido notas para o tamanho de
calo. Sem calos nota = 0, calos 1.0 a 1,5 cm nota = 2, calos de 1,5 a 3.0 cm nota = 3 e calos acima de
3.0 cm nota = 5.

Os tratamentos utilizados apresentam-se reativos na indugdo da calogénese.
Segundo Borges, Benbadis e Marco (2005), quando é feita a retirada dos explantes,

no local excisado, onde houve ferimento do tecido, ocorre a formacado de calos.
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Entretanto, Kut, Bravo e Evans (1984) afirmam que a quantidade de calos n&o esta
diretamente relacionada com o potencial morfogenético para regenerarem brotos.
Relato esse confirmado neste trabalho, visto que os explantes que promoveram
maiores tamanhos de calos (segmento nodal) ndo sao responsivos para

promoverem a rizogénese somatica (Figuras, 8 e 9).

Notado Calo

S.A S.N .l H.I

Explantes

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey. Sem calos nota
=0, calos 1.0 a 1,5 cm nota = 2, calos de 1,5 a 3.0 cm nota = 3 e calos acima
de 3.0cm nota=5

FIGURA 1 - Frequéncia média de formagado de calo in vitro em quatro tipos de
explante: segmentos apicais (S.A), segmentos nodais (S.N), folhas cotiledonares
inteiras (C.1) e hipocotilos (H.l) de tomate hibrido ‘Alambra’.

A analise de variancia indicou que ha diferengas significativas entre os explantes
utilizados para a regeneracdo morfogenética das plantas de tomate ‘Alambra’
(Tabela 2). O melhor tratamento obtido € o que foi utilizado o segmento apical como
explante. Os segmentos nodais sdo o0 segundo explante mais eficiente na
regeneragdo morfogenética das plantulas. Os piores tratamentos s&o aqueles onde

se utilizou folhas cotiledonares inteiras e hipocétilos como explantes.

Trabalhos realizados por Borges, Benbadis e Marco (2005) encontraram diferentes
resultados quando utilizaram tipos diferentes de explantes nas variedades de tomate
Diva, Thomas e Carmem na presenga de 2,2 mg L™ de TDZ. Os autores obtiveram

61% de brotos regenerados para a variedade Thomas, quando o hipocdétilo foi
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utilizado como explante, enquanto que para as variedades Diva e Carmem nao foi
verificado respostas morfogenéticas para esse tratamento. De acordo com Peres
(2002), a determinacéo e a competéncia dos explantes variam com a idade, nutricdo
da planta matriz e com o tipo de explante. Segundo Borges, Benbadis e Marco
(2005), no local excisado na retirada dos explantes, ocorrem ferimentos, onde
aumenta a capacidade dos mesmos em induzir calogénese. Todavia, ao utilizarem

hipocatilo e folhas como explante, eles verificaram 100% de formacao de calos.

No presente trabalho, todos os tipos de explantes utilizados foram reativos na
promog¢ao da calogénese. Contudo, para indugao de alongamento de caule, os
resultados obtidos neste trabalho diferem daqueles alcangados por Borges,
Benbadis e Marco (2005), visto que explantes cotiledonares e hipocotiledonares nao
sdo reativos para induzir regeneragao morfogenética (Figura 2). Portanto, verifica-se
gue esses explantes possivelmente tenham determinacéo para calogénese (Figura
1), visto que ndo apresentam competéncia para organogénese somatica (produgéo
de brotos), entretanto segmentos apicais, seguidos dos nodais sao os que mais se
alongaram. Pratta, Zorgoli e Picardi (1997) verificaram diferengas significativas na
freqliéncia de regeneracao e no numero de brotagcdes por explante entre espécies e
entre gendtipos de uma mesma espécie. De acordo com Koornneef e outros (1993),
0 componente genético associado com a regeneracao determinam a manutengao da
competéncia morfogenética dos tecidos de acordo com os reguladores de

crescimento do meio de cultura.

Assim sendo, a competéncia morfogenética da planta pode variar de acordo com o
balanco hormonal, tipo de explante, concentracdo do meio de cultivo, diferentes
espécies e com as diferentes variedades da mesma espécie. Possivelmente, algum
desses fatores podem ter influenciado na competéncia morfogenética das folhas
cotiledonares inteiras e hipocotiledonares, quando esses materiais foram utilizados
como explantes, visto que os mesmos nao foram reativos para induzir organogénese

somatica.

Fari, Resende e Mello (2000), Costa e outros (2000) obtiveram elevada frequéncia
de alongamento de brotos e gemas vegetativas, quando usaram explantes da
cultivar de tomate IPA - 5 e IPA - 6 apds o terceiro subcultivo. Os autores obtiveram
também menos brotos alongados com a variedade IPA -5 utilizando como explantes

folhas cotiledonares fendidas.
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No meio de alongamento do caule, pode-se verificar, na Figura 2, que o melhor
tratamento obtido é o que se usou segmentos apicais, seguidos do segundo
tratamento (segmentos nodais). Explantes oriundos de folhas cotiledonares e de
hipocétilos ndo promovem regeneragdo das plantas, tornando-se ineficientes para
crescimento do caule da variedade ‘Alambra’ de acordo com a fotografia 3 e 4.
Verifica-se que esses tipos de explantes possivelmente tenham determinacéo para
calogénese (Figura 3), visto que ndo apresentam competéncia para organogénese

somatica (produgéo de brotos).

FOTOGRAFIA 3 - EXPLANTES DE HIPOCOTILO IN VITRO DE TOMATE
HIBRIDO ‘ALAMBRA’

Fonte: Torres (Experimentos desenvolvidos 2007/2008).
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FOTOGRAFIA 10 - EXPLANTES DE FOLHAS COTILEDONARES INTEIRAS IN
VITRO DE TOMATE HIBRIDO ‘ALAMBRA’
Fonte: Torres (Experimentos desenvolvidos 2007/2008).

TABELA 2 - Resumo da andlise de variancia para o comprimento do caule em
quatro tipos de explantes: segmentos apicais (S.A), segmentos nodais (S.N), folhas
cotiledonares inteiras (C.I) e hipocétilos (H.l) de tomate hibrido ‘Alambra’

FV GL SQ QM F
Tratamento 3 59, 96 19, 98 38,2**
Residuo 28 14, 62 0, 52
Total 31
CV(%) 54,2

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de F.
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**Médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente a 1% de
probabilidade pelo teste Tukey.

FIGURA 2- Média de comprimento de caule em quatro tipos de explantes:
segmentos apicais (S.A), segmentos nodais (S.N), folhas cotiledonares inteiras (C.I)
e hipocoatilos (H.l) de tomate hibrido ‘Alambra’

A andlise de variancia do numero de ramos formados e diferentes tipos de explante
para regeneracao do tomate ‘Alambra’ encontra-se na Tabela 3. Observa-se que
nao houve diferenga significativa entre os explantes segmento apical e segmento
nodal para a regeneragao de ramos, embora as plantulas originadas de segmento
apical obtivessem um melhor comportamento para a variavel em analise (Figura 3).
Na avaliagdo feita para o numero de ramos formados nota-se que nao houve
diferenca significativa entre os dois primeiros tratamentos, embora se observe maior

eficiéncia dos segmentos apicais em relagao aos segmentos nodais.

Quando se usou como explantes hipocdtilo e folhas cotiledonares ndo houve
producdo de ramos (Figura 3). Possivelmente esses explantes perderam a

competéncia regenerativa durante o periodo de estabelecimento dos mesmos.
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Tratamento 3 32, 59 8, 36 3, 2**
Residuo 28 20, 87 2,54
Total 31
CV(%) 70, 8

**significativo ao nivel de 1% de possibilidade pelo teste de F
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**Médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente a 1% de
probabilidade pelo teste Tukey.

FIGURA 3 - Média de regeneragao in vitro de numeros de ramos em quatro tipos de
explante: segmentos apicais (S.A), segmentos nodais (S.N), folhas cotiledonares
inteiras (C.1) e hipocotilos (H.l) de tomate hibrido ‘Alambra’.

Pelo resumo da analise de variancia, para numero de folhas crescidas em 4 tipos de
explantes (segmento apical, segmento nodal, folhas cotiledonares inteiras e
hipocdtilo), para a regeneracdo do tomate ‘Alambra’, pode-se observar que ha
diferencgas significativas entre os tratamentos (Tabela 4). A Figura 4 ilustra que ha
superioridade do explante segmento apical em relagdo aos demais tratamentos.
Quando se utilizou folhas cotiledonares e hipocétilos como explantes, verifica-se
inicialmente a formagao de calos, sem, no entanto, haver regeneracao de ramos e
folhas. Esses dois tratamentos nao foram reativos para a variedade ‘Alambra’,
mostrando-se inferiores aos dois primeiros tratamentos. A formagao de calo na zona

de enraizamento ¢é indesejavel, pois pode afetar a qualidade das raizes,
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principalmente no que se refere a conexao vascular com a planta (FACHINELLO et
al., 1995). Em mamoeiro, Medhi e Hogan (1976), utilizando AIB em concentragbes
variando de 5 a 30 mg L', obtiveram bom enraizamento, mas essas raizes eram de
geotropismo negativo, surgidas pela rediferenciagdo de células do calo. Esse
enraizamento ndo € interessante para trabalhos visando propagacido de plantas,
pois essas raizes raramente possuem conexdes vasculares com ramos regenerados
a partir de calo (GEORGE; SHERRINGTON, 1984).

TABELA 4 - Resumo da analise de variancia para o numero de folhas em quatro
tipos de explantes: segmentos apicais (S.A), segmentos nodais (S.N), folhas
cotiledonares inteiras (C.l) e hipocétilos (H.l) de tomate hibrido ‘Alambra’

FV GL SQ QM F
Tratamento 3 56, 50 18, 83 40,5**
Residuo 28 13, 00 0, 46
Total 31
CV (%) 49,5

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de F.
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Médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente a 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Figura 4 - Frequéncia média de regeneracgao in vitro de folhas em quatro tipos de
explantes: segmentos apicais (S.A), segmentos nodais (S.N), folhas cotiledonares
inteiras (C.) e hipocotilos (H.l) de tomate hibrido ‘Alambra’.

A tabela 5 refere-se a analise de variancia das médias do comprimento do caule e
dois tipos de explantes estabelecido em meio Ms (MURASHIGE ; SKOOG, 1962)
acrescido de de 1 mg L' de cinetina e de 0,1 mg L' de ANA (acido naftaleno
acético) para desenvolvimento de caule e raizes, isto €, organogénese e rizogénese
somatica do tomate ‘Alambra’ F1. Neste estudo s6 foi possivel trabalhar com
apenas dois tipos de explantes, que foram os unicos reativos, visto que as folhas
cotiledonares e hipocétilos durante o trabalho da fase de estabelecimento e dos
recultivos, possivelmente perderam a competéncia para indugdo de organogénese e
rizogénese. Nota-se que ha diferencgas significativas entre os tratamentos segmentos
apicais e segmentos nodais mostrando a supremacia do primeiro tratamento em
relacdo ao segundo. Observa-se, ainda, que ha maior desenvolvimento do caule,
quando sao utilizados explantes do segmento apical, enquanto que aqueles
provenientes de segmentos nodais apresentam menor desenvolvimento (Figura 5).
De acordo com Fahn (1967), esses explantes apresentam maior competéncia
organogenética por serem formados de células perenes embrionarias e

indiferenciadas.
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TABELA 5 - Resumo da analise de variancia para comprimento do caule em dois

tipos de explantes: segmentos apicais (S.A) e segmentos nodais (S.N)

FV GL SQ QM F
Tratamento 1 136, 89 136, 89 13, 5**
Residuo 14 141, 14 10,81
Total 15
CV(%) 60, 6

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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FIGURA 5 - Frequéncia média do comprimento do caule em dois tipos de explantes:

segmentos apicais (S.A) e segmentos nodais (S.N).

A analise de varidncia para o numero de ramos em dois tipos de explantes

(segmentos apicais e nodais) mostra que ha diferenga significativa entre os dois

tratamentos (Tabela 6). Plantulas oriundas de segmentos apicais

tém

desenvolvimento superior aquelas originadas de segmentos nodais, ocorrendo maior

frequéncia média do numero de ramos no primeiro tratamento (Figura 6).
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TABELA 6 - Resumo da analise de variancia para numero de ramos em dois tipos
de explantes: segmentos apicais (S.A) e segmentos nodais (S.N)

FV GL SQ QM F
Tratamento 1 10, 56 10, 56 6, 4™
Residuo 14 22,87 1, 63
Total 15
CV(%) 27, 26

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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FIGURA 6 - Freqiéncia média do numero de ramos em dois tipos de explantes:

segmentos apicais (S.A) e segmentos nodais (S.N).

Ha diferengas significativas para o numero de folhas crescidas em dois tipos de

explantes (segmentos apicais e nodais) (Tabela 7). Pode-se constatar que plantulas

originadas de segmentos apicais dao origem a um maior numero de folhas do que

aquelas oriundas de segmentos nodais (Figura 7).
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TABELA 7 - Resumo da analise de variancia para numero de folhas em dois tipos
de explantes: segmentos apicais (S.A) e segmentos nodais (S.N)

FV GL SQ QM F
Tratamento 1 42,50 42,50 7, 8*
Residuo 14 75,00
Total 15
CV(%) 37,9

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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FIGURA 7 - Frequéncia média do numero de folhas em dois tipos de explantes:
segmentos apicais (S.A) e segmentos nodais (S.N).

A andlise de variancia revela diferengas significativas para o comprimento de raizes
surgidas em dois tipos de explantes (segmentos apicais e nodais) (Tabela 8). Pode-
se notar que as plantulas oriundas de segmentos nodais ndo apresentam raizes,
enquanto aquelas provenientes de segmentos apicais produzem sistema radicular
bem desenvolvido, conforme fotografia 5 e 6 . Essas raizes apresentam-se bastante

volumosas, ramificadas e compridas, conforme observa-se na Figura 5.



FOTOGRAFIA 5 - MULTIPLICAGAO E ENRAIZAMENTO IN VITRO DE
TOMATE HIBRIDO ‘ALAMBRA’.
Fonte: Torres (Experimentos desenvolvidos 2007/2008).

FOTOGRAFIA 6 - MULTIPLICAGAO E ENRAIZAMENTO IN VITRO DE
TOMATE HIBRIDO ‘ALAMBRA’ COM RAIZES VOLUMOSAS E
COMPRIDAS.

Fonte: Torres (Experimentos desenvolvidos 2007/2008).

42



43

TABELA 8 - Resumo da analise de variancia para comprimento de raizes em dois

tipos de explantes: segmentos apicais (S.A) e segmentos nodais (S.N)

FV GL SQ QM F
Tratamento 1 892, 51 892, 5 24, 1*
Residuo 14 518, 21
Total 15
CV(%) 81, 4

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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FIGURA 8 - Média do comprimento das raizes em dois tipos de explantes:

segmentos apicais (S.A) e segmentos nodais (S.N).

A Tabela 9 ilustra a analise de variancia para massa fresca das raizes em dois tipos

de explantes (segmentos apicais e nodais), indicando significAncia entre os

tratamentos. Com relacao ao peso do sistema radicular, verifica-se que as plantas

originadas de segmentos apicais dao origem a raizes volumosas, ramificadas e

compridas, enquanto que aquelas oriundas de segmentos nodais ndo emitem raizes

(Figura 9). Pode-se destacar que o tamanho, o volume e a ramificagéo das raizes

também sao traduzidos em aumento de massa da matéria fresca das mesmas.

De acordo com Borges, Benbadis e Marco (2005), explantes provenientes de folhas

e raizes nado apresentaram competéncia para regeneracdo das variedades de
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tomate, Diva, Carmem e Thomas. Provavelmente tenha ocorrido falha na

competéncia no gendtipo desses explantes.

Peres (2002) relata que explantes que falham em formar um determinado 6rgao in
vitro por estarem “determinados” podem ter perdido a capacidade de expressao de
‘genes” mestre durante o processo de diferenciagdo ocorrido anteriormente.
Segundo Van e outros (1993), os tecidos vegetais apresentam diferentes potenciais
de competéncia organogenética. O autor afirma que quanto maior a “determinagao”
de um explante para uma via de desenvolvimento (formagao do caule), menor sera a
sua competéncia para formar outro 6rgao (formacéo da raiz). Assim pode-se sugerir
que os explantes oriundos de segmentos nodais possuem determinagdo para
formagdo de ramos, mas que perdem a competencia para regenerar o sistema

radicular (Figuras 8 e Anexo D).

TABELA 9 - Resumo da analise de variancia para peso de matéria fresca das raizes
em dois tipos de explantes: segmentos apicais (S.A) e segmentos nodais (S.N)

FV GL SQ QM F
Tratamento 1 2,59 2,59 14, 7**
Residuo 14 2,46
Total 15
CV(%) 104, 1

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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FIGURA 9 - Média da matéria fresca das raizes em dois tipos de explantes:
segmentos apicais (S.A) e segmentos nodais (S.N).
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5 CONCLUSOES

Ha regeneracao morfogenética direta das plantulas (cauligénese e rizogénese)

guando se usa segmentos apicais

Quando se utiliza segmentos nodais, ha somente cauligénese somatica direta, esses

explantes ndo proporcionam rizogénese das plantulas.

As melhores respostas para a regeneragao morfogenética das plantulas de

tomateiro ‘Alambra’ séo obtidas de segmentos apicais.

Folhas cotiledonares e hipocétilos ndo promovem organogénese somatica quando

utilizados como explantes.

Explantes de folhas cotiledonares e de hipocétilos nao promovem organogénese

somatica, embora apresentem suficiéncia na formagao de calos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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