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TORRES, Francisco José Brandao*
SCHMILDT, Omar?

SCHMILDT, Edilson Romais®
GONTIJO, Andreia Barcelos Passos Lima?
OLIVEIRA, Vinicius de Souza®
COELHO, Ruimério Inacio®

AMARAL, José Augusto Teixeira do *

Recebido em: 2020.01.12 Aprovado em: 2020.06.24 ISSUE DOI: 10.3738/1982.2278.3735

RESUMO: Objetivou-se com este trabalho estudar a regeneracdo in vitro do tomateiro ‘Alambra’ F, usando como
explantes segmentos apicais, segmentos nodais, hipocoétilos e folhas cotiledonares inteiras. Os explantes foram
inoculados em tubos de ensaio em meio de estabelecimento MS e recultivados duas vezes para mesmo tipo de meio e
entdo recultivados para meio de inducéo e regeneracéo, contendo meio MS acrescido de 1 mg L™ de cinetina. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro tratamentos e oito repeticGes. Apos
30 dias procedeu-se as avaliagbes e brotos com 1,5 cm oriundos de explantes segmento apical e nodal foram
individualizados e transferidos para meio MS acrescentando-se 1,0 mg L™ de ANA para rizogénese, onde
permaneceram, também, por 30 dias. A utilizacdo dos explantes segmentos apicais, via organogénese direta
apresenta melhores respostas para a regeneragdo morfogénica na formagao de plantulas de tomate ‘Alambra’ F;.
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IN VITRO REGENERATION OF TOMATO ‘ALAMBRA’ F;

SUMMARY: The objective of this work was to study the in vitro regeneration of tomato 'Alambra’ F; using explants
apices, nodal segments, hypocotyls and cotyledons. The explants were inoculated in test tubes on MS medium setting
and recultivate twice to the same media type and then to recultivate and regeneration induction medium containing
MS medium supplemented with 1 mg L™ kinetin. The experiment was a completely randomized design with four
treatments and eight repetitions. After 30 days, the evaluations were conducted and buds with 1.5 cm from the apical
segment and nodal explants were separately transferred to MS medium added with 1.0 mg L™ NAA for rooting,
where they stayed, too, for 30 days. The use of explants apical segments, via direct organogenesis, presents better
responses for morphogenic regeneration in the formation of tomato seedlings 'Alambra’ F;.
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INTRODUCAO

O Tomate (Lycopersicon esculentum Mill) no ano de 2018 alcangou uma producdo mundial
de mais de 182 milhGes de toneladas, tendo o Brasil contribuido com 2,25%, correspondendo ao
décimo lugar no ranking mundial (FAOSTAT, 2018).

A propagacédo de tomateiro € via sexuada, utilizando-se, principalmente, sementes hibridas
de alta qualidade, o que determina uma elevacdo dos custos de implementacdo da cultura. Uma
alternativa para diminuir os custos de producdo é utilizar a propagacéo assexuada (NADAI et al.,
2015).
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A propagacdo assexuada traz ainda como vantagens, a multiplicagdo de gendtipos
superiores e obtencdo de individuos geneticamente idénticos a planta-matriz, contribuindo com a
uniformidade de populacdes e precocidade na producdo (HARTMANN et al., 2011). Com isto,
nas Ultimas duas décadas muitas abordagens biotecnoldgicas tém sido direcionadas para o
melhoramento na cultura do tomate utilizando-se a cultura de tecidos (SHEEJA; MANDAL,
2003). Desta forma, a capacidade de regeneracdo in vitro de varias cultivares foram testados
(PRATTA et al., 1997; COSTA et al., 2000;. FARI et al., 2000; BORGES et al., 2005; SOUZA
et al., 2006; KALYANI; RAO, 2014; EL-SHAFEY et al., 2017).

Na propagacéo por cultura de tecidos, a via organogénica tem sido a preferida (SOUZA et
al., 2006). No entanto, a organogénese em tecidos de tomate apresenta respostas muito variadas
devido a varios fatores atuando individualmente ou em sinergia (SHEEJA et al., 2004). Dentre
estes fatores destaca-se a constituicdo dos meios nutritivos principalmente os reguladores de
crescimento (CHAUDHRY et al., 2004; BHATIA et al., 2004; HARISH et al., 2010; JAMOUS;
ABU-QAOQUD, 2015), o gendtipo e tipo de explante (GUBIS et al., 2003; JABEEN et al., 2005;
ISHAG et al., 2009; EL-SHAFEY et al., 2017), ou a idade e nutricdo da planta matriz (PERES,
2002).

Na organogénese a producdo de plantas in vitro pode ocorrer direta ou indiretamente. Na
primeira, tem-se a formacdo de 6rgdos diretamente, sem a passagem por fases intermediarias,
enguanto gue, na segunda, passa-se obrigatoriamente pela fase de calo (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Os tipos de explantes mais usados para organogénese sdo cotilédones,
peciolo foliar, hipocotilo, pedinculo, folha, caule e inflorescéncia, contudo o grau de resposta
morfogénica dos genotipos de tomateiros difere entre os autores (GUBIS et al., 2003; JABEEN et
al., 2005; MOHAMED et al., 2010).

Poucos trabalhos relacionados a propagacdo assexuada de tomateiro ‘Alambra’ sdo
encontrados na literatura, seja por estaquia (BRAUN et al., 2010), cultura de tecidos (TORRES,
2013), ou por enxertia (GOMES et al.,2017). Sendo assim, este trabalho foi realizado com o
objetivo de obtencdo de plantulas do tomate ‘Alambra’ Fy, por meio da identificacdo do tipo de

explante mais eficiente para regeneragdo morfogénica in vitro.

MATERIAL E METODO

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do
Departamento de Agronomia do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES), localizado no municipio de Alegre/ES, latitude 20°45’
Sul, longitude 41°48° Oeste e altitude de 150 m.
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Para a obtencdo de plantas matrizes foram utilizadas sementes certificadas de tomateiro
longa vida (Lycopersicon esculentum Mill) cultivar Alambra F;.

As sementes foram desinfestadas em camara de fluxo Laminar horizontal, com &lcool
etilico 70% (v/v), durante um minuto e em seguida com hipoclorito de sédio a 1% (v/v) durante
20 minutos. Apds a desinfestacdo as sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada e
esterilizada (GRATTAPAGLIA; MACHADO,1998). Para obtencdo das plantulas matrizes
doadoras dos explantes, utilizou-se meio contendo sais do meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) e vitaminas B5 (GAMBORG et al., 1968), acrescido de 30 g L™ de sacarose, 8 g L™ de
agar como meio solidificante, tendo o pH ajustado em 5,8 conforme Fari et al. (2000). Foram
usados 50 tubos de ensaio de 25 x 150 mm contendo 20 ml de solucdo e uma semente em cada
um dos tubos de ensaio, tampados com tampas de polipropileno e lacrados com filme PVC. O
ambiente da sala de crescimento foi regulado para fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa
de 36 pmol m? s* de fétons luminosos através de lampada tipo luz-do-dia, e temperatura
controlada de 25 * 2° C, onde permaneceram por 21 dias.

Aos 21 dias ap6s a germinacdo as plantulas foram retiradas dos tubos de ensaio, em cadmara
de fluxo laminar horizontal, para obtencdo dos explantes, utilizando-se quatro tratamentos:
segmentos apicais, segmentos nodais, folhas cotiledonares inteiras e hipocotilos.

Os explantes de cada tratamento foram inoculados em meio de estabelecimento, 0 mesmo
usado para germinacao de sementes. As condicGes de recipientes e sala de cultivo também foram
as mesmas da fase de germinacdo. Utilizou-se um explante para cada tubo, com oito repetices
por tratamento, sendo cada repeticdo constituida de um tubo de ensaio, num delineamento
inteiramente casualizado. Os explantes foram recultivados por mais duas vezes a intervalos de 21
dias para mesmo tipo de meio.

Ao final da fase de estabelecimento, os explantes foram recultivados para meio de inducao
e regeneracéo, que foi 0 mesmo da fase de estabelecimento, acrescido de 1 mg L™ de cinetina.
As condic¢bes de sala de cultivo foram as mesmas da fase anterior. Ao final de 30 dias, avaliou-se
namero de brotos, comprimento de brotos (cm) e nimero de folhas por broto. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Apos fase de regeneracdo, brotos oriundos de explantes segmento apical e segmento nodal
foram separados individualmente e submetidos a meio de rizogénese conforme Fari et al. (2000),
exceto para utilizacdo da auxina ANA a 1,0 mg L™, Foram usados 20 brotos com tamanho
padronizado em 1,5 cm para cada tratamento em tubos de ensaio de 25 x 150 mm contendo 20 ml
de meio. Em seguida foram transferidos para sala de crescimento com as mesmas condigdes das

fases anteriores e mantidas por 30 dias e procederam-se as avaliagdes: porcentagem de
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enraizamento (%); comprimento dos brotos (cm); nimero de folhas; comprimento da maior raiz
(cm); e massa fresca das raizes (g). Os dados das médias foram comparados pelo teste t.

Todas as analises dos dados do experimento foram feitas com auxilio do programa Genes
(CRUZ, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia indicou que houve diferencas significativas entre os tipos de
explantes utilizados para a reacdo morfogénica de tomate ‘Alambra’ geragdo F; (Tabela 1). A
precisdo experimental medida pelo coeficiente de variacdo (CV) esté dentro do esperado para este
tipo de trabalho com tomate cultivado in vitro (COUTINHO et al., 2010). Werner et al. (2012)
relatam em estudos de CV para cultura de tecidos, que cada variavel é influenciada por diferentes
fatores desconhecidos e ndo controlados, necessitando assim de faixas de classificacdo do CV
especificas para inferir sobre a precisdo experimental, sendo, portanto, diferentes daquela
classificacdo de Pimentel-Gomes (2009) utilizada para culturas de campo.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para nimero de brotos (NB), comprimento de brotos
(CB) e numero de folhas por broto (NFB), produzidos em quatro tipos de explantes de tomate
‘Alambra’ geragdo Fy, apds 30 dias em meio de regeneracdo

Quadrados médios

FV GL
NB CB (cm) NFB
Tipos de Explante 3 8,36* 19,99** 18,83**
Residuo 28 2,54 0,52 0,46
CV ) 70,85 54,28 49,56

*, **Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

A melhor formacdo de brotos ocorreu nos explantes segmento apical e segmento nodal, por
organogénese direta (Tabela 2). Quando se usou como explantes hipocétilo ndo houve producao
de brotos. Outros autores encontraram resultados diferentes quando utilizaram outros genétipos,
afirmando que os hipocétilos foram os explantes mais responsivos (GUBIS et al.,, 2003;
CHAUDHRY et al., 2004; JABEEN et al., 2005). Trabalhos realizados por Borges et al. (2005)
encontraram diferentes resultados quando utilizaram tipos diferentes de explantes nas cultivares
de tomate, Diva, Thomas e Carmem. Os autores obtiveram 61% de brotos regenerados para a
cultivar Thomas, quando o hipocétilo foi utilizado como explante, enquanto que para as
cultivares Diva e Carmem ndo foi verificado respostas morfogenéticas para esse explante. Estes

resultados corroboram com as afirmativas de Jabeen et al. (2005) e Chaudhry et al., (2007) que
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dizem haver em tomate, grande variacdo nas respostas morfogénicas entre diferentes genotipos e

tipos de explantes.

Tabela 2. Numero de brotos (NB), comprimento de brotos (CB) e nimero de folhas por broto
(NFB), produzidos in vitro em quatro tipos de explante de tomate ‘Alambra’ geracdo F;, apds 30
dias em meio de regeneracédo

Variaveis”
Tipo de explante NEB CB cm) NEB
Segmento Apical 2,50 a 3,46 a 3,25a
Segmento Nodal 1,88 a 159b 2,00 b
Cotilédone 0,50 b 0,28 ¢ 0,25¢
Hipocotilo 0,00 b 0,00c 0,00c

Y Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Pratta et al. (1997) verificaram diferencas significativas na freqliéncia de regeneracao e no
namero de brotacGes por explante entre espécies e entre genotipos de uma mesma espécie de
tomateiro. Segundo Koornneef et al. (1993), o componente genético associado com a regeneracdo
determina a manutencdo da competéncia morfogenética, e ndo somente a sensibilidade do tecido
a reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura. Esta afirmativa de Koornneef et al.
(1993) foi constatada por Nogueira et al. (2001) ao estudarem a regeneracdo in vitro de plantas de
tomateiros ‘Santa Clara’ e seu mutante natural ‘Firme’ em 5 diferentes meios de inducdo de
ramos.

Com relacdo ao comprimento de brotos e nimero de folhas por broto, podem-se verificar na
Tabela 2, que o melhor tratamento foi obtido quando se usou segmentos apicais. Banu et al.
(2017), verificaram comportamento similar em estudo realizado com a cultivar BH-3, ao utilizar
0 segmento apical, obtendo brotos de 7,06 cm de comprimento, sendo superior aos 5,82 cm,
quando da utilizacdo de segmento nodal. Entretanto nas cultivares BH-4 e MH, embora os valores
obtidos para segmentos apicais sejam superiores aos de segmentos nodais, estes ndo diferem
estatisticamente. J& Chaudhry et al. (2004), Sheeja et al. (2004) observaram respostas diferentes
de regeneracdo para os explantes, sendo os hipocétilos os melhores, no que refere-se ao
comprimeto e numero de brotos.

A Tabela 3 refere-se aos dados obtidos em meio de enraizamento. Nota-se que houve
diferencas significativas entre os tratamentos segmentos apicais e segmentos nodais, mostrando a
supremacia do primeiro tratamento em relacdo ao segundo. Na anélise de parte aérea verifica-se
maior desenvolvimento do caule, bem como maior numero de folhas quando foram utilizados
como explantes, os segmentos apicais. Os resultados encontrados estdo de acordo com TORRES

et al. (1998), ao qual citam que os primoérdios foliares em desenvolvimento sdo fontes de
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substancias organicas essenciais, que favorecem o crescimento dos apices caulinares em cultura
de tecidos. Quando ocorre baixa resposta morfogénica dos tecidos, como verificado nos
segmentos nodais de tomate ‘Alambra’, enfatiza que deve-se inicialmente questionar o uso dos
reguladores de crescimento, como apontado por Termignoni (2005). Varios autores reportam
respostas muito variadas em tecidos de tomateiros, conforme a constituicdo dos meios nutritivos,
principalmente os reguladores de crescimento (CHAUDHRY et al., 2004; BHATIA et al., 2004;
HARISH et al., 2010; JAMOUS; ABU-QAQOUD, 2015).

Tabela 3. Enraizamento (E), comprimento de brotos (CB), numero de folhas por broto (NFB),
comprimento de raizes (CR) e massa fresca de raizes (MFR), produzidos in vitro em dois tipos de
explante de tomate ‘Alambra’ geracdo F;

. Variaveis”
Tipo de explante
E (%) CB (cm) NFB CR (cm) MFR (g)
Segmento Apical 90,0a 8,16 a 7,75a 1494 a 0,81a
Segmento Nodal 0,00 b 2,31b 450D 0,00 b 0,00 b

Y Médias seguidas de letra diferente na vertical apresentam diferenca estatistica significativa a 5% pelo teste t.

Obteve-se também diferencas significativas para o sistema radicular nos dois tipos de
explantes (Tabela 3). As plantulas oriundas de segmentos nodais ndo apresentaram raizes,
enquanto aquelas provenientes de segmentos apicais produziram sistema radicular bem
desenvolvido e boa porcentagem de enraizamento (90%). Essas raizes apresentaram-se bastante
volumosas, ramificadas e compridas. Jamous e Abu-Qaoud (2015) também evidenciaram
diferencas no enraizamento de tomate cultivar Baladi, ao estudarem diferentes tipos de explantes,
constatando o ndo enraizamento nos explantes folhas, e 65,8% de enraizamento nos explantes
hipocétilos.

A determinacédo celular é a capacidade que um tecido possui de canalizar 0 metabolismo
para uma via de desenvolvimento especifica (PERES, 2002). Geralmente no cultivo in vitro,
quanto maior a determinagdo de um tecido para a formacgdo de um érgdo especifico, menor sera a
sua competéncia para originar outros 6rgdos. (ROEKEL et al., 1993; PERES, 2002; AMARAL,
2005; TORRES, 2013). Assim pode-se sugerir que 0s explantes oriundos de segmentos nodais de
tomateiro ‘Alambra’ possuem determinag¢do para formacdo de brotos, mas que perderam a
competencia para regenerar o sistema radicular. Peres (2002) e Lombardi (2008) relatam que
explantes que falham em formar um determinado Orgdo in vitro, por estarem “determinados”,
podem ter perdido a capacidade de expressdo de “genes” mestre durante o processo de

diferenciacdo ocorrido anteriormente.
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CONCLUSAO

As melhores respostas para a regeneracao morfogénica na formacao de plantulas de tomate

‘Alambra’ F; séo para explantes obtidos de segmentos apicais via organogénese direta.
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