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I- APRESENTACAO

A hibridagao interespecifica no génexo Lycopersicon
é considerado como método.eficiente de melhoramento genético
&El"aémuknzum, para a transferéncia de genes de resisténcia a
diversas pragas a patdogenos e as condig¢oes adversas do meio
ambiente, para o aprimoramento das caracteristicas tecnoldgi-

cas.

Dentro das espécies selvagens, L.peruvianum cons-
titui-se numa importante reserva génica para o melhoramento

do tomate cultivado. Entre outras, & fonte de resisténcia

ap virus causador da moléstia "vira-cabega" e a traga (Scxro
bipatpula absolfuta Meyrick) e aocs nematdides formados de ga

lha Meloidogyne spp.

Para utilizagao dgsSe va;iosb germoplasma torna-
-se necessdrio a obtengdo de hibridos F, entre essas duases
pécies e a ‘realizagao de retrocruzamentos sucessivos para a
espécie comercial L.escufentum., Essas hibrida¢des, através
das técnicas tradicionais, sac impossibilitadas devido a e-
xisténcia de mecanismos de incompatibilidade pré ou pos- zi
gdticas, resultando em ausénica de fertilizagao.e aborto do
embriao hibrido, respectivamente. Poréﬁ, o método mais e-
ficiente para contornar a incompatibilidade po6s-ziybtica e
através da técnica de cultura "in vitro" de embrides imatu-

ros.
O presente trabalho sao relatados esforgos no

sentido de se desenvolver metodologia de cultivo "in vitrd

de embrides de L.escufentum x L.peruvianum, até a completa
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obtencdo de plantas hibridas.

O presente trabalho envolve o desenvolvimento e
otimizagdo da cultura "in vitro” de embrides imaturos - de

L.escufentum x L.peruvianum, com posterior formagao de calos

e régeneragéo de plandulas hibridas.
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II. INTRODUGEAQ

1. Dados Econdmicos

Atualmente existem dois sistemas de produgao de to-
mate em nossas condigaes. No primeiro, o produtc destina-se
ao consumo "in natura", exigente em cuidados especializados
(tratos culturais, colheita e embalagem executados manualmen
te). No segundo a produgao & destinada & industrializagao, on
de toda a cultura pode ser conduzida mecanicamente, inclusi-
ve a colheita. O sistema gue se destina ao mercado . "in natu-
ra" desenvelveu-se, inicialmente,a partir das regiées proxi-
mas de grandes centros populacionais (Ric de Janeiro e Sao
Paulo}, podendo hoje ser encontrado praticaménte ~em .todo o
pais, mesmo em locais longinquos dos centros onde o tomate &
comercializado ou.consumido. Por outro lado, a produgaoc de to.
mate para a indiistria, iniciada pioneiramente h3 mais de 40
anos pelas Indastrias Alimenticias.Carlos de Brito (PEIXE) em
Pesqueira-PE, e pela ;ndﬁstria Francisco Matarazzo em Santa
Adélia-SP, ocupa extensas éréas localizadas em regides mais
afastadas dos grandes centros consumidores, onde as terras sao
mais baratas e ha maior disponibilidade de mao~de-obra (MAKIS

HIMA, 1978).

A produgéo nacional de tomate {mesa e induastria),
de 1980 a 1983, esteve em média ao redor de 1,5 milhoes de to
neladas anuais, concentradas em poucos Estados {(Fundacao IBGE).
Em 1982, das 1,7 milhdes de toneladas produzidas, Sao Paulo
participou com quase metade (47,5%), segquido de Pernambuco
(12,4%), Minas Gerais (9,2%), Bahia (5,5%) e Rio de Janeiro

(5,3%). Juntos, portanto, esses cinco Estados responderam or

L
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cerca de 80% da produgao nacional. Em 1983 a producdo de toma
te foi de 1,547 milhoes de toneladas, 10,9% menor do que a
obtida em 1982. A regiao Centro-Sul (Minas Gerais, Espirito
Santo, Rio de Janeiro e Sgo Paulo) somou 1,063 milhoes de to-
‘neladas, correspondentes a 59% da producac total, com redu-
g&olde 5,0% em relagdo ao ano anterior (Anudrio Estatistico

do Brasil, 1983}.

Essa queda na prodicao deveu-se a seca do Nordeste
e excesso de chuvas no Centro-Sul, acontecendo entao modifica
¢Oes na ordem de importdncia dos principais Estados produto-
res.

O volume de tomate comercializado "in natura" na re
giao Centro-Sul apresentou, nog {iltimos cinco anos, incremen-
to médio anual de 2,5 mil toneladas, insuficiente para aten-
der o crescimento demografico do Pals. Os maiores estados pro
dutores do Centro-Sul (S3do Paulo, Minas Gerais é Rio de Janei
ro) apresentaram tendéncia de crescimento de 5,6% ao ano, cor

respondendo ao aumento médio anual de 2,4 mil toneladas.

Em contraste, pa;ece haver uma tendéncia de diminui
¢ao de produgao de tomate nos principais paises produtores.Em
1978 houve nos EUA, por exemplo, uma redugéo de 13,1% na area
cultivada e de 18% na produgao de tomate industrial, segundo
o Departamento de Agricultura dos EUA (MAKISHIMA, 1978). Esta
redugao mundial da produgao de tomate pode abrir importantes

mercades no exterior para o Brasil.

A participagao brasileira no comércio internacional
de tomate "in natura" e industrializado € muito pequena e so-
fre grandes ocilagodes. Até 1970 o Brasil exportava pegquena

gquantidade de tomate "in natura" para a Argentina re Uruguai.
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Em 1978, segundo a CACEX,foram exportados pelo porto de BSan-
tos 5 mil toneladas de extrato de tomate, gquantidade esta 53%
inferior aquela do ano de 1977. As exportagoes brasileiras de
tomate sao bastante prejudicadas pela. irregularidade do for
necimento de matéria-prima para as indilistrias de proceséamen—
to,causada principalmente pela ocorréncia de doengas. Somente
a requeima, causada pelo fungo Phytophtora indestans, acarre-
tou danos da ordem de 38% na produgdo paulisté de tomate em

1976 (Inst. Econ. Agric., 1976).

Os niveis de produgao de tomate nos trdpicos sdo mui
to menores do que aqueles das zonaé temperadas. Esse fato &
devido & varios fatores tais come variedades comerciais nao
adaptadas as condigtes tropicais e subtropicais, alta inci-
déncia de doengas e pragas, emprego de tecnologia inadequada

e outros (VILLAREAL, 1979).

Variedades selecionadas para climas téﬁperaﬁos sa0,
geralmente, as Unicas disponiveis aos.agricultores em paises
tropicais. O potencial produtivo dessas variedades é usual-
mente menor, e is vezes ‘erratica, prinéipalmente quando © cul
tivo coincide com os meées ae veréé. Por esse motivo, 0s mer-
cados tropicais caracterizam~se por flutuacoes estacionais ti
picas no prego e suprimento de tomate fresco ac mercado consu
midor.

Alem do emprego de variedades nao adaptadas (VILLA-
REAL, 1979}, existem barreiras mais criticas, especialmente du
rante a estagao Gmida, tais como a rapida multiplicagdc das
pragas e insetos, doengas e ervas daninhas, altas temperaturase
chuvas pesadas, acarretando problemas fisioldgicos como racha

duras de frutos, podridao estilar, etc.
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Assim, a obtengéo de novos cultivares de tomate com
maior amplitude de adaptagao a&s nossas condigoes climiticas e
também com maior tolerdncia as principais doengas e pragas,
torna-se de fundamehtal importancia para a ampliagao do merca

do interno e colocagao dos excedentes em mercados internacio-

nais.

2. Principais Moléstias do Tomateiro :

Um dos aspectos mais criticos no cultivo do tomatei

.

ro no Brasil &, realmente, a alta incidéncia de um grande na-
mero de doengas infecciosas, causadas por fungos, bactérias e
virus, muitas das quais, dependendo das circunstancias, podem
se constituir em fatores 1imitantes da cultura. Em muitos ca-
sos, mesmo com a adogao de medidas de controle quimico, estas
doengas determinam o cardter itinerante da cultura do tomatei
ro. - -

Existem inumeras viroses gue atacam o tomateiro, en
tre as quais destacam-se o vira-cabeca, mosaico do fumo, ama-
relo baixeiro e topo amarelo. J3 existe fonte de resisténcia
ao mosaico do fumo {(var. Angela). O amarelo baixeiro e o topo
amarelo, em geral, ocdrrem em culturas mal' conduzidas e no fi
nal do ciclo. A produgao fica reduzida mas o prejuizo nao &
total.

0 vira-cabecga incidé‘em qualguer fase do ciclo da
cultura, determinando um prejuizo total gquando a infecgao ocor
re nos primeiros 40 dias da cultura. As infestagoes posterio-
res também irao causar redugoes na producao final. O vira-ca-

bega & considerado a principal virose do tomateiro, .sendo
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transmitida pelo trips Frankfindiefla schufzei, aumentando a
incidéncia nos meses mais guentes. Nao existe nenhuma fonte
de resisténcia adequada 3s condigoes brasileiras, dentre os

cultivares comercials cultivados no Brasil.

A espécie selvagem do tomateiré L. peruvianum apre
senta-se como excelente fonte de resisténcia para a virose do
vira-cabega. Entre as diversas introdugoes de L. peruvianum ,

Xistem reagoes de resisténcia desde moderada até a imunidade,
0 L. peruvianum, além de apresentar diversos genes de resis
téncia a varias moléstias e pragas, & também importante fonte
de variagao morfoldgica (TAYLOR & AL-KUMMER, 1982). A incompa
tibilidade entre plantas de L. esculentum e L. peruvianum tem
dificultado, até agora, o melhoramento do tomate comercial atra
vés da introdugdo de genes que condicionam resisténcia & doen
¢as, presentes no tomate selvagem (RICK & SMITH,C}SBB:ME(IHRE
& RICK, 1954; RICK & BUTLER, 1956). Apenas em poucos Casos,re.
latados a sequir, e em grande dificuldade, a hidratacao foi.
bem sucedida, empregandOfse a técnica da cultura de embriao,
descrita inicialmeﬁte por SKIRM (1942): resisténcia ao virus
do mosaico do fumo.(ALEXANDh;.‘R, 1963), a nematdoides (RICK, 1967)
e ao CLadosporium (KERR & BARLEY:; 1964). Neste trabalho, ape
nas um gene para resisténcia foi transferido ao tomate cdmeg
cial. Pesqguisas realizadas por FINLAY, 1952, indicam que pos
sivelmente a resisténcia ao virus causador do vira-cabega e

as suas varias estirpes & proporcionada por dois genes dominan

tes e trés genes recessivos.

Em resumo, tanto o abastecimento interno como a co
locagéo de excedentes nos mercados internacionais, dependem,
em grande parte, do aumento significativo da produtividade e

gualidade do produto final (UENO, 1979), gque podem ser parcial
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mente equacionadas pelo controle efetivo das principais doengas.

O melhoramento genético do tomate, visando tolerég
cia as doengas limitantes a cultura, poderia reduzir os pre
juizos causados a produtividade, através de liberagdes de no
vas variedades resistentes acs principais patdgenos. O plan
tio de novos cultivares bem adaptados as nossas condigoes e
com boa tolerdncia e doengas resultaria no aumento significati
vo da receita da cultura, sem Onus adicionais aos produtores,

resultando em estabilidade de produgao durante o ano.

A maioria das fontes conhecidas de resisténcia a
doencas, em tomate, localiza-se em tipos selvagens.' Atraves de
cruzamentos artificiais & possivel a introdugac de genes presen
tes nos tomates selvagens nos tipos comerciais. Entretanto, de
vido 3s barreiras interespecificas existentes, o processo sO

pode ser executado através da cultura de tecidos.

0 objetivo péincipal da presente pesquisa &€ o da
obtencdo de hibridos entre o tomateiro selvagem (L. peruvianum )
e o comercial (L. esculentum). A estratégia inicialmente adota
da nos cruzamentos foi a de mistura de pdlen de diversas intro

dugoes de L. peruvianum, contendo alto nivel de resisténcia ao

vira-cabega. Procedeu-se, sem seguida, a cultura "in vitro" dos
embrices imaturos, extralidos de frutos com idades de 14 a 40
dias, apds polinizagdo artificial unidirecional, tendo como pro
genitor feminino o L. escufentum. Devido & mistura de polen de
diferentes introdugoes de L. peauvianum utilizadas nos cruza
mentos, pretendeu-se obter hibridos F, diferentes, de constitui
caoc genética desconhecida, ampliando-se desta forma a ‘diversi

dade gamética pré-existente.

Subsequentemente, foram obtidas as geragoes segre

gantes, através de cruzamentos das diferentes plantas hibridas
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Fl’ de constituigao genética desconhecida, devido a mistura de
polen de diferentes introducoes de L. peruvianum. Estas popula
¢oes, denominadas de SibF, e SibF,; provavelmente apresentarao
combinagdes génicas altamente desejaveis, reunindo resisténcia
& diversas doengas e pragas, que junfamente com as plantas hi
bridas Fl’ poderao ser utilizadas em retrocruzamento sucessivos
com cultivares comerciais de [. escylentfum, adaptadas as con
digées do Brasil, esperando-se assim associar as caracteristi
cas de alta produgao e qualidade de fruto presenté no referido
cultivar com tolerdncia ao virus do vira-cabe¢a introduzida do

tomate selvagem. .
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III. REVISAO DE LITERATURA

o género Lycopensicon & originadrio de uma estreita
area da césta do Pacifico, estendendo-se do Equador (09 latitu
‘de) at@ a parte norte do Chile (309 latitude sul). Exclui-se da
gui o L. cheesmanii, que ocorre somente nas ilhas Galapagos e
o L. pimpinellifolium, que esta confinado ao Peri, Equador e
Ilhas Galapagos (CURRENCE, 1963). Esta regiéo.se constitui no

centro de maior diversidade genética desse género e provavelmen

te, a fonte de origem do tomateiro cultivado {L.esculentum MifL).

As espécies desse género, classificadas nos subgé
neros Eulycopersicon e Eriopersicon, possuem 12 pares de cromos
somos, os quais sao essencialmente homdlogos (RICK, 1973).0 to
mateiro comercial pertence a espécie Llycopersicon esculentum
e & uma das hortaligaé de maior importancia econdmica no Bra-
sil e em outros palses. Essa vlericola tem S¢do objeto ‘de me

lhoramento para varias caracteristicas agronomicas, onde a ex

-—

ploragao de germoplasma de espécies selvagens reveste-se de ca
pital importancia. Também do ponto de vista :citogendtico se
constitui em material dos mais estudados, com cerca de mil gg
nes ja catalogados, cinguenta dos quais estdo sendo intensamen
te utilizados no melhoramento (CLAYBERT et all., 1966; RICK &
Fovws, 1975). A utilizagao da hibridagao interespecifica em to
nat&ifo tem, desta forma, grande importancia, podendo-se enu-
mera%, dentre os muitos trabalhos de hibridagao deste tipo,
o ccatrole com sucesso de diversas doengas, tais como fusario
se, estenfilio e outras (RICK, 1973). Desta maneira, tambem &

possivel introduzir-se melhores caracteristicas agrondmicas

nas variedades comerciais, tais como porte determinado, fru



-

tos maiores e com maior firmeza, maior numero de flores por
inflorescencia, alta porcentagem de sdlidos soluveis, esterili

dade masculina, etc.

O L. peruvianum & uma das espécies selvagens que
tem varias das caracteristicas acima descritas e gue podem
ser incorporadas ao L. escufentum. No'entanto, esta espécie
apresenta reacoes de imcompatibilidade quandoc cruzada com L.
escufentum limitando seu aproveitamento em programas de melho

ramento.

Nesta revisao sao apresentados aspectos sobre bar
reiras de imcompatibilidade entre estas duas espécies, bem co
mo as estrategias propostas para a efetivagao dos cruzamentos

e obtencao de hibridos.

1. A espécie L, peruvianum como fonte de transferén

‘tia de caracteristicas desejaveis

RICK (1973) evidencia a importdncia das hibridagdes
no melhoramento. Segundo ele, © género Lycopersicon & um Oti
mo exempio na gual a espécie cultivada estd sendo melhorada por
este método. RICK & LAMM (1963b) caracterizaram a enorme varia
¢ao encontrada nas diferentes ragas de L. peruvianum, encontra-
do naturalmente no norte do Chile e numa estreita regiao monta-
nhosa da costa do Peru. Esta grande variabilidade faz do L. pe
ruvianum uma espécie altamente: visada para servir de doadora
de caracteristicas desejaveis a serem introduzidas no tomateiro

comercial.

YEAGER & OURINTON, ja em 1946, conseguiram aumentar

o oontetdo de acido ascorbico dos frutos do tomateiro, atraves
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do cruzamento entre L. esculenfum ("Michigan State Forcing®),co

mo progenitor, feminino e L. peruvianum.

ALEXANDER et al (1944) descreveram que o L. peruvia
num tem diferentes graus de resisténcia a "Curly top", reéistég
cia a nematoides, resisténcia'é mancha bacteriana e ao mosaico .
PORTE (1945) relatou gue o L. peauvianum foi consideravelmente
resistente 3 enfermidades fqliares. Através de alguns cruzamen-
tos naturais desta espécie selvagem com alguns cultivares de

ele obteve alguns hibridos. Um hibrido foi cruzado
com os cultivares Pan américa e Rutgers, e sua descendéncia mos
trou um amplo espectro de variagdes morfoldgicas na progénie se

gregante, inclusive para resisténcia e algumas moléstias.

A resisténcia 3 nematbides em L. escufentum foi in
corporada a partir do cruzamento com L. peauvianum e subsequen
te cultura de embrices imaturos (SMITH, 1944; Mc FARLENE et al,
.1946). Alguﬁs cultivares desenvolvidos no Brasil,; tais_comy Ipa-1,
Ipa-2 e Jubileu-75, apresentam resisténcia 3 nematdides. A fon
te original- de resigténcia foi aproveitada de plantas de L. es-
. culenium derivadas das hibridagOes interespecificas acima men
cionadas. Outros trabalhos em que se conseguiu resisténﬁarécteg
cas foram: a Alteanaria sofani (KIKU, 1980), Phytophthora 4in
festans e MelLoidogyne anognitd (KIKU et al.1979b) e ao virus mo

saico do fumo - TMV (ALEXANDER, 1963).

Através de cruzamentos entre L. esculentfum var. mo
neymaker e L. glandufosun, SZTEQN (1962) obteve sementes gue
originaram trés plantas normais e duas triploides. Atraves da
técnica de cultura de embriac imaturo foi obtida outra planta
normal e uma triploide, resistente a "Corky-root" e ao Cfados-

porium fufvum, caracteristicas estas também observadas nas
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duas tripldoides citadas acima (SZTEYN, 1962). Nos retrocruza -
mentos houve aparecimento de sementes apenas quando o hibrido
polinizou a var. Moneymaker ou guando foi polinizado por L.
glandulosum, sendo este Ultimo cruzamento mais promissor do que
a autofertilizacao do hibrido F, ou o retrocruzamento para o

tomateiro comercial.

2. Relacoes de compatibilidade entre algumas espé

cies de tomateiro

Em um estudo realizado por RICK & LAMM (1963a)a eg
pécie selvagem foi considerada como amplamente diversificada
morfologicamente e as diversas racgas testadas, cerca de vinte

e cinco, mostraram-se autoincompativeis.

‘HOGENBOOM_(1972 a, b, ¢, 4, e) realizou estudos so
bre os cruzamentos entre as espécies dos subgéneros Eulycoper
sicon e Eriopersicon. ‘A Tabela Il meostra os resultados  deste

estudo.

Nao existe barreira entre L. pimpiﬂeltixoﬂium e L.
escufentum, Alias, Mc ARTHUR & CHIASSON (1974) consideraram a
fertilidade entre essas duas espécies tdo perfeita que & difi
cil manté-las como espécies distintas, com base em critérios
geneticos. Muitos desses cruzamentos si3o dificeis ou imprati
caveis: o L. minufum, L. hirsutum, L. chilense e L. peruvianum
mostram incompatibilidade unilateral com L. esculentum sendo
que nas duas ltimas espdcies ocorre forma muito dristica de au
to-incompatibilidade, enguanto nos cruzamentos inversos ocoxr

re aborto precoce de embriao.
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Tabela 1. Relacoes de compatibilidade no género Lycopersicon.

L.escu-* L.pimpinel-* L.minu-** L.hir-** L.chi-** L.peru**

lentun 1lifolium tum sutum lense vianum
L.esculentum + + + + AE AE
L.pimpinelli, + + + + AE AE
L.minutum +,IU,AE +,I0 + ] AR AE AE
L.hirsutum +,I0 +,JU +,IU0 | +,AT,IU 2 AE
L.chilense 10U 1U IU ? AT AE
L. peruvianum IU IU IU 10 AE AT

(Fogenboon, 1972).

+ = sem barreira séria; AI = anto-incompatibilidade; IU = incom
patibilidade unilateral; AE = aborto do embriaoc, ? = sem resul-
tados conhecidos.

* = Eripersicon, ** = Eulycopersicon.
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3. Origem da barreira interespecifica entre L. pesu-

vianum € L. esculentum

Barreiras pOs-zigdticas como, por exemplo, as existen
tes entre L, peauvianum e outras espécies de Lycopersicon, que
impedem a introgressao de genes, geralmente sdo devidas ao abor
to do embriao, esterilidade do hibrido ou viabilidade reduzi-
da do hibrido. Esté isolamento de espécies deve ser complexo,
- pois ha muita dificuldade para se guebrar estas barreiras. Do
wonto de vista evolutivo, deve ter sido causado por ‘barreiras
e+~1Agicas e isolamento geografico (RICK, 1979). estas barrei
ras de incompatibilidade teriam sido adguiridas no decorrer do
processo de diferenciagao de ragas e nao resultantes de sele-
¢ao direta para prevengao de intercruzamento; parecendo ser um

cardter multigénico (SAWANT, 1958).

4, Sistema de incompqtibilidade‘ na espécie ' l. peru

vianum .

No estudo conduzido por.MAcARTHUR & CHIASSON (1947),
a incompatibilidade observada em determinados cruzamentos foi
atribuida 3 diferengas génicas que provocam a esterilidade do
hibrido. Por outro lado, McGUIRE & RICK (1954) discordam des
sa ideia e citam um sistema de alelos, semelhante ao encontra
do em Nicoifiana tabacum, como a explicagao para esta ocorrén

cia.

Em geral os sistemas de incompatibilidade podem ser
heteromorficos e homomdrficos. Nos sistemas heteromdrficos exis
tem diferengas morfolégiéas associadas com autoincompatibi
dade que nao ocorrem em um sistema homomdrfico. No siste

ma homomdrfico, a autoincompatibilidade pode ser esporofitica
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aagametofitica. No sistema esporofitico, a reacao de incompa;
fibilidade € determinada pelo gendtipo da planta receptora
(ALLARD, 1960). Em um sistema gametofitico, a Autoincompatib&
-iidade é determinada por séries de alelos do tipo S,presentes

no podlen.
Em L. peruvianum a autoincompatibilidade & gametofi

tica homombrfica e também mostra cruzamento unilateral (Mc-
GUIRE & RICK, 1954). Este & um fendmeno que ocorre quando o
polen de uma planta (L. peruvianum) germina no estigma de ou-
tra planta (L. esculentum) mas o cruzamento reciproco nao po-
de ser obtido. McGUIRE & RICK (1954) autofecundaram varias
colegoes de L. peruvianum e em todas encontraram auéoincompa—
tibilidade. Esta autoincompatibilidade era causada por uma sé
rie de alelos mialtiplos. Portanto o progenitor- feminino com
genétipp 810511 pode somente ser polinizado por pdlen com um
- gendtipo nao encontrado no progenitor feminino. Em outras pa-
lavras, © progenitor masculino deve difefir do progenitor fe-
‘minino em pelo menos um alelo, porque com um mesmo alelo 510
ou §,; no caso deste exemplo, nao & possﬁvél obter frutos e
sementes. NETTANCOURT et al (1974a) verificaraﬁ que todos os
tubos polinicos de origeﬁ hibrida (L. escufentum X L. peruvia
num) ,inibidos em estiletes de [. peruvianum ,continham o alelo
§,+ Os resultados obtidos confirmam os de McGUIRE & RICK,1954,
ja discutidos, em gue os dois tipos de bharreiras do cruzamen-
to interespecifico sdo a inibigao do desenvolvimento dos tu-
bos' polinicos no estilete e a nao fertilizagao ou aborto pre-
coce do embriao. O primeiro pode ser causado por alelos S, no
caso do tupo polinico e o estilete conterem o mesmo alelo, ou
por um fator existente em [, esdcufentum e transmitido ao hi-
brido, enquanto o segqundo depende do ‘“"background" genético.

J& MARTIM (1961) nao conseguiu dados que pudessem deixar bem
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estabelecidas as relagOes entre os sistemas génicos que contro

lam a autoincompatibilidade e a hibridagao unilateral.

Estudando as barreiras do crescimento -interespeci
fico com L. pesruvianum, RICK (1979) concluiu que estas cdo al
tamente complexas em aspectos embrioldgicos e genéticos,confir
mando os resultados alcangados anteriormente.

4.1. Cruzamento unilateral

McGUIRE & RICK (1954), definiram cruzamento unila -
teral como a restricao da hibridagao entre duas espécies para
um dos cruzamentos reciprocos. Os autores referidos cruzaram L.
escufentum var., Pearson com L. peruvianum e produziram frutos
mas nao sementes, pols estas abortaram em um estddio imaturo.
Nestes casos, frequentemente, a espééie autocompativel & uti
lizada como receptora de polen para se obter secesso no cruza

mento,

HOGENBOOM (1972 a e e) cohseguiu a hibridagdo reci
proca do cruzamento entre L. esculentum e L. peiavdianum atra
vés da utilizagdo de duas populacBes autocompativeis de L. pe
ruvdianum, que foram utilizadas como receptores de pdlen do cul
tivar Money maker de L. esculentum. Observando-se o crescimen

to dos tubos polinicos verificou-se que:

a) O tubo polinico cessa o crescimento guando alcan

ca dois tergos da distdncia da base do estilete;

b} No estilete, o grupo de tubos polinices formam
um padrao cdnico, pois um certo nimero de tubos polinicos cres
cem pouco € somente alguns'alcangam a base do pistilo. Ba
seado nesta observagéo, o autor concluiu que existe realmen
te uma barreira no estilete gue cessa o crescimento do tubo

polinico da espécie L. csculenfum. Em algumas plantas o
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crescimento do tubo polinico se deteve justamente antes da eﬁ
trada do ovario. Estes resultados mostraram correspodéncia nu
mérica com a obtengao de sementes. Outro resultado importante
foi que o alelo para incompatibilidade (S) & proveniente do
L. peruvianum e as plantas autocompativies dessa mesma espé-
cie nao mostraram nenhuma rea¢do adversa ao crescimento de
pdlen proveniente de L. esculentum.

Em seu Gltimo trabalho, HOGENBOOM estudou a gquebra
da barreira existente no cruzamento de L. esdculentum e L. pe-
ruvianum (HOGENBOOM, 1972 e), descrevendo a heranga da incom-
patibilidade unilateral. Estudando a progénie de 32 plantas
de L. peruvdanum autocompativeis, classificoﬁ @ crescimento
do tubo polinico em trés categorias: (1) Parada do crescimen-
to do tubo polinico a 2/3 da base do estilete; (2) Parada do
crescimento do tubo polinico na base do estilete; (3) Nio ini
bicao do crescimento do tubo-polinico. Com os resultados de

seus experimentos, ele chegou as seguintes conclusdes:

~a) A inibigd3o do.crescimento do tubc polinico de L.
esculentum no estilete de L. peruvianum & controlado por-mais
de um gene dominante e cada um, prdvavelménte,governando pro-

cessos distintos:

b) A inibigao do crescimento dos tubos polinicos de
L. esculentum no ovario de L. peruvianum & causada por um ge-
ne que expressa um grau de dominancia parcial, diferente por
tanto da inibigao do tubo polinico no estilete de L. peruvia-

num, e também diferente da agao dos alelos S;

c) O meio ambiente teve um efeito na viabilidade do
polen de L. esculfentum. Esta 0ltima conclusaoc foi baseada em
observagoes de que no inicioc e no final do ciclo de vida do

tomateiro, as reagoes de incompatibilidade n3o foram as mesmas.
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4.2, Heranga da autoincompatibilidade em L. peraruianim

Através da autofecundacdo de plantas L.perwuvianum comn
pSlen submetido 3 irradiacao de 400R a-500R, HOGENBOOM (1972c)

observou o. sequinte:

a) A autoincompatibilidade encontrada em certas plan

tas tratadas aumentava com alta temperatura;

b) 0s efeitos de incoméatibilidade sao causados por

um alelo S localizado em um fragmento extra de um cromossomo;

¢} Vvarios alelos recessivos produzem um efeito que
contribuem para uma reagdo incipiente de autoincompatibilidade,
Isto foi concluido através_da autofecundagdo, em trés geracdes,
-de uma planta expontdnea e por observagao de varios graus de
autocompatibilidade na progénie., Em plantas de geragdo Fl,obti
dos de cruzamento entre plantas autoincompativeis e autoincom

pativeis, houve, aproximadamente, segregagao de 1l:1.

Baseado nestes resultados, inferiu-se que a  auto
compatibilidade & causada ‘por vérios'genes receséivos modifica
dores, que atuam para debilitér a reagac de autoincompatibili
dade. QOutra hipétese.foi que existe uma mutagao em um gen regu

latdrio ou genes regulatbrios que atuam ao nivel de estilete.

NETTANCOURT et al (1973 a) investigaram a natureza
~do mecanismo de autoincompatibilidade atrévés da observagdo
de mudangas ultraestruturais, para a gual utilizaram o mi
croscOpio eletrdnico e a técniéa de florescéncia. Ao contrario
do trabalho de HOGENBOOM (1972 d), eles mostraram que a inibi
cao nao deteve simplesmente o crescimento dos tubos polinicos
mas causa uma degradagao da parede interna do tubo  polinico,

ao nivel de estilete. Portanto, sugeriu-se gque o sitio de rea
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¢30 no sistema de autocompatibilidade localiza-se na parede do

tubo polinico.

NETTANCOURT (1973 b) investigou as diferengas en
tre autolmpatibilidade e incompatibilidade wunilateral entre
L. esculentum e L. peruvianum. Foi encontrado que os dois fe
némenos sao controlados por um  locus gametofitico e que am
bos os loci estdo ligados e muito prdximos. Esta hipotese-es
ta em desacordoc com a hipdtese de HOGENBOOM (1972 b), gue pro
pds que o cruzamento unilateral e a autoincompatibilidade sao
dois processos diferentes, controlados por diferentes s§

ries de genes dominantes e codominantes, respectivamente.

5. Manipulaqao genético-ambiental para redugao da
incompatibilidade interespecifica; obtengao de
hibridos F, e retrocruzamentos.

A quebra das barreiras de incompatibilidade do L.
peruvianum com o L. esculentum 'se con#titui num dos aspectos
mais importantes para o melhorista. As sementes hibridas en
tre estas duas espécles nao s3o vidveis devido, comumente, as
barreiras pds-zigbticas (aborto do embrido e/ou deficiéncia

do endosperma) .

Foi feito um estﬁdo por BARBANO & TOPOLESKI em 1981
- que determinou a seguéncia de eventos que levam a degenera
gdo do endosperma e embrides hibridos. Estes estudos  foram
realizados com auxilio de cortes histoldgicos de sementes em
diferentes idades, provenientes de lLycopensicon escufentum au
tofecundado e em embrides provenientes do cruzamento interespe
cifico Lycopensdicon esculentum x L. peruvianum., Este estudo

revelou que a fertilizagcdo ocorre em Svulos de L. escufentum
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com trés dias apbs a polinizagao, tanto por pdlen de L. esculen
tum como por pdlen de L. peiuvianum. Aos sete dias, sementes
hibridas nao mostram sinais de anormalidades no endosperma
nem no seu zigoto, gque nesta ocasiao & unicelular. = Conforme
estes autores, a degeneragao do endosperma & a primeira indi-
cagao de falhas anatoOmicas. A partir do 109 dia o endosperna
se degenera e o embriao nao segue estadios normais de desen-
volvimento,-mas se divide anormalmente, e com 17 dias © saco
embrionario & preenchido por uma massa de células indiferen-
ciadas denominada de endoté&lio. A morte do embrido geralmente
ocorre até o 249 dia apds a polinizagdo, devido a distdr-
bios no desenvolvimento do endosperma e que prejudicam a nu-
trigdo do embridoc. Estes distlirbios sao anormalidades mit&ti-
cas do endosperma hibrido e também do zigoto,ocaéionadas por
delegoes e inéersSes em cromossomos e com a formagao de pon-
tes durantea andfase., Pelos estudos dos autores citados acima
a degeneragao do embrido . ocorre presumivelmente em torno do
109 e 179 dia épés polihizaqéo e a cultura de embrido deve
ser realizada entre estas idades, ao contrario da idade de 30
a 40 dias sugerida por SMITH, 1944.

THOMAS & PRATT (1981) produziram 12% de calos provg.
nientes de embrides do cruzamento L. esculentum var.VFNTcﬁeg
ry com L. peruvianum LA 128344, e destes cales 90% regenera-
ram plantas. O fato de se obter uma porcentagem grande de em-
brioes hibridos recuperados em meio de cultura & mais uma
evidéncia de que deve ocorrer uma falha no sistema nutricio-
nal ou hormonal que atrapalha o seu desenvolvimento (BARBANO
& TOPOLESKI, 1984). Entretanto, a maioria dos trabalhos cita
que estes embrioces foram fetirados de sementes de tamanho nor
mal, semelhantes a sementes de L. csculentum, mas de aspecto

enrugado (SMITH, 1944 e ALEXANDER, 1956). Parece haver graus



a

30.

de compatibilidade entre estas duas espécies, conforme as va
riedades ou introdugoes utilizadas. RICK, 1973, encontrou umé
raga "Chamaya-cuvita", com caracteristicas morfoldgicas seme--
lhantes a@s do L. peruvianum que,quando cruzada com L. escuflen-
- tum,desenvolve frutos que apresentaram,ocasionalmente-algu-‘
mas sementes completamente desenvolvidas e produziram plantas
sem técnicas artificiais. A frequéncia de aparecimento destas
sementes foi de,aproximadamente,uma, em cinco frutos. O hibri

do F, apresentou fendtipo tipico de planta hibrida, com gran-

1
de vigor e fertilidade gamética reduzida a& cerca de 25% do
normal. Este hibrido também apresentou autoincompatibilidade,
e nao se cruza facilmente com L. esculentum, mas'esta bar-
reira nao & tao severa quanto outros hibridos com L. escu-
Lentum. Ja em outros cruzamentos interespecificos oS em~
brioes degeneram sem terem formado.cotilédones (BARBANO & TO-
-~ POLESKI, 1984).

' Para tentar québrar a inéompatibilidade entre L.
esculentum e L.benuuianum, pesquisadores tem se utilizado de
_algumas técnicas, tais gomb%aaplicagéo de raios gama, sob a

60,.70 R/dia, durante

forma de irradiagao crdnica (fonte de Co
20 dias) na época da flofaqéom'OS cruzamentos realizados com
as plantas irradiadas permitiram a obtengaoc de um niamero 1li-
mitado de plantas férteis. No entanio, as plantas derivadas
por este processo apresentaram anomalias morfoldgicas indese-
javeis (NAGAI, 1978).

MCGUIRE & RICK (1954) citam a polinizagao em botao
como outro artificio do qual se pode lancar maopara s contornar a
incompatibilidade. TORRES, 1984, estabeleceu metodologia de
cultura de ovarios imaturos para o L. esculentum e L, peruvia

num e sugeriu que esta tecnica pode ser utilizada para obter

sementes viaveis do cruzamento entre estas duas espécies.
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SZETEYN (1965) e BOHN (1948) empregaram a tetraploi
dia pafa a quebra dessa barreira, tendo cruzado :0 tomateiro
tetraploide (pai pistilado), -com o L. peruvianum. embora,
neste caso, o problema seja-transferido & proxima gerégéo.TrE
_balho semelhante foi realizado por KIRKHAM & HALLORAN (1982a),
onde foram obtidas sementes maiores (2,5 mm). O desenvolvimen-
to de hibridos destas sementes parece depender do pareamento
e do balango cromossémico ser favoravel, o que depende dos ti
pos de gametas gue originaram estas sementes.

A porcentagem de pegamento de frutos no tetraploide
nao diferiu do conseguido no dipldide, mas a produgdo de se-
mentes foi muito maior. As sementes menores também éerminaram,
apesar de mais lentamente (KIRKHAN & HALLORAN, 1982 b).

Além desses meios de quebra de barreiras de incompa
tibilidade em cruzamentos interespecificps, RICK (1967) indi-
ca o 'uso de guimeras, enxertia ou entdo a mistura de pdlen de
varias plantas, com finalidade de se obter maior - diversidade
gamética. fara melhorar o pegamento de flores polinizadas e
formagao de sementes hibridas, KIKU,et a1 {1979 a) propuseram o
método de aplicar uma solugdo com thiamina, piridoxina e &ci-
do ascorbico no estigma do progenitor feminino, antes da poli
nizagao.

Entre todos estes métodos, a cultura "in vitro" de
embriSes imaturos tem sido recomendada como o método mais a-
propriado para este cruzamento interespecifico. Esta técnica
foi primeiramente utilizada pof SMITH (1944),que efetuou o
cruzamento entre L. escufentum var. Michigan State Forcing com
L. peruvdianum PI 128657. RICK (1953) também utilizou esta téc
nica para hibridos entre L; escufentum var. Pearson e L. peru
vianum var. dentatum (L. chifense).-

Quando a cultura do embriac imaturo passa por uma
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fase de calo e posterior organogénese, ha formacao de iname-
ras plantas polipléides (THOMAS & PRATT, 1968 e PRINKHORD'KO,
1979) . As vezes sdo utilizadas outras espécies tais como o L.
chilense ou L. pimpinelfifofium como “"pontes" ‘para introduzir
genes de L. peruvianum para o L. esculentum. O L. peruvianum
var. humifusum foi cruzado inicialmente com o L. chilense e
depois como o L. esculentum. Este hibrido mostr?u compatibili
dade com 63 trés parentais, entretanto foi dado maior atengao
ao cruzamento com o L. escufentum, devido ds suas caracteristi
cas agronomicas. Outro exemplo foi obtido por VULKOVA-ACHKOVA
& STOEVA (1979), que conseguiram hibfidos entre L. peiuvianum
{o") e (L. pimpinellifolium X L. esculentum var. cerasiforme).
HOGENBOOM (1972 d-e}, obteve hibridos através desse processo,
porém ﬁtilizando um L. peruvianum autocompativel como recep-
tor de pdlen. O aborto do embrizo também ocorre neste caso
em graus diferentes. porem em frequéncias menores que o cruza
mento de L. peruvianum {0} X L. esculentum. Neste Gltimo casdn
ocorre inibigao dos tubos polinicos enquanto pelo sistema de
autocompatibilidade de HOGENBOOM ndao ocorre. Outros exemplos
de obtencao de hibridos interespecificos em tomate foram con-
seguidos pelos seguintes autores: McGUIRE & RICK, 1953: CHOU-
DHURY, 1955a, 1955b, 1955c; NETTANCOURT et al, 1974a e b; VO-
ROB'EVA & PRINKHOD'KO, 1980; ANGORA et al, i981 e TAYLOR & AL-
KUMMER, 1982. Os retrocruzamentos iniciais muitas vezes exigi
ram a cultura "in vitro" dos embxiaes imaturos, devido a per-
sisténcia de deficiéncias do endosperma.

Retrocruzamentos de hibridos obtidos com a cultura
de embrioes de L. esculentum (9) X L. peruvianum, foram obti-
dos por SACCARDO et al (1981), que retrocruzaram plantas hi-

bridos F; com 15 cultivares diferentes de L. esculenfum, trés
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das quais originaram frutos com sementes viaveis, porém somen
te quando o L. esculentum foi utilizado como progenitor femi
nino. Foram obtidas 12 plantas (Fl BC;) que produziram pdlen
em abundancia e com fendtipos distintos. Eles apresentaram al
gumas caracteristicas morfoldgicas de plantas hibridas e ou
tras de L. escufentum. Entre as 12 plantas Fchl' dez apresen
taram auto-compatibilidade e duas, autoincompatibilidade. O se

gundo retrocruzamento entre L., esculentum e F)BC; originaram

em média 33 sementes normais por fruto.

Cumpre salientar que, em geral, plantas BC,obtidas
por cultura de embrido sdo compativeis com o cultivar comer
cial e, portanto, a partir deste estagio, éegue—se a maneira
convencional de melhoramento por retrocruzamento e semeadura

direta em vasos.

As gerggaes segregantes FZ! F3, BC1 e BCZ' etc., se
con Stituem em populagoes altamente interessantes, pois possi
bilitém a liberagdo de ampla variabilidade, em decorréncia do
cruzamento interespecifico entre duas espécieé bem distintas

filogeneticamente.
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. Cruzamento e estratégias para auxiliar o pegamen
to.

a) progenitores masculinos

Foram utilizados dols grupos de introdugdes de L. pe

ruviLanum como doadores de pdlen, a saber:

a; - Mistura de polen do grupo PI: PI 126928, PTI 126930,
PI 126944, PI 126946, PI 128657 e PI 129146, com
comprovada resisténcia & varias mol&stias impor
tantes no tomateiro, introduzidos de IOWA (Tabe

la 2};

a, - Mistura de pdlen do grupo LA: LA 371, LA 462 e
' LA 444, que Vapresenta'alto nivel de resistén
cia’ac virus causador do “vifﬁFcabega" e d tra
¢a-(Serobipalpula absoluta}l em tomateiro. As in
trodugoes deste grupo foramrtestadés, anterior
mente,na Seéao de Hortaliqas e.frutos do Insti
tuto AgronSmico de Campinas, durante cinco anos,
e a reagao foi praticamente de imunidade (NAGAT,
1975) . Estas introdugOes foram introduzidas do
tomato Genetic Stock Center University of Cali

fornia, USA.

b) progenitores femininos
Foram utilizados diversos germoplasmas de L. es
cufentum, a saber: variedades comerciais Angela Gigante 5.000 ,

Alcobaga, Kada e Marglobo Supremo, e selegoes recentes da Segan
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Tabela 2 - Relacao de resisténcia & diversas doencas de  seis
introdugoes de E.Eeruvianum‘ utilizados nos cruzamentos.
Nome da doenga PIi- 126928 126930 126944 126946 129146 128657
Alternaria solani (Pinta Preta) - - + +
Qurly top virus (Broto crespo) + + - +
Fusarium oﬁcys_po-— (Murcha de fusarium
rium P. Lycoper-
sici (Sacc.) (Ra- + - + +
gas 1 e 2)
Cladosporium fulvum Cke (Mofo cin-) + + + +
zento '

Pyrenochaeta lycopersici (Diptero) - + - -
Root Knot nematodes (Galhas de raizes)
ragas: 1 Meloidogyne spp + + + +

2 Meloidogyne incognita (Ko- + + + +

foid and white)
3 Meloidogyne incognita. acri- - - - +
ta chitwood

4 Meloidogyne javanica - - - +
Septoria lyooper- (Pinta preta) - - - -
sici Speg pequena
Spotted wilt virus + + + +
Stemphylium solani (Queima de) - _ - -
Sryd € Hans, G.F. POReLro
Weber
Tobacco mosaic virus (Mosaico) + + + +
Verticillium albo— (Murcha de)

verticilio + + + +

atrnum Reinke ard
Barth

+ = resisténcia

- = sem resistencia
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de Hortaligas e Frutos do IAC, tais como Santa Clara I,Rio Gran
de e "Transamazonica®" (L. escufentum var. cerasiforme), coleta

da em Altamira (AM).

Os materiais genéticos acima referidos foram cultiva
dos em estufa e campo, seguindo as técnicas usuais desta cultu

ra quanto 3 adubagao e tratamentos fitossanitdrios.

Com auxilio de um aparelho vibrador foi coletado pd
len de flores abertas das diversas introdugoes de L, peauvianum,
em vidros de reldgio de lOcm de didmetro. O pSlen coletadc dos
grupos PI e LA de Lf peruvianum foi misturado, em partes iquais,
dentro de cada grupo. Ocasionalmente, conservou-se o'pélen co
letado em c3psulas de gelatina, armazenadas em dessecador 5

8-109C, mas este foi utilizado por periodos naoc muito longos.

Influorescéncias. prestes a se abrirem em cada uma das
plantas dQs germoplasmas de L. escufentum, foram emasculadas
e os estigmas peolinizados com misturas de pélen dos grmgx;aqi
ma. Este processo foi realiéado com .um tubo de aluminio fi
no, curvado na ponta, como se fosse um "cachimbo". Nesta par
te curvada foi colocada a mistura de pdlen, facilitando a imer
sao do estigma. Apds a polinizagdo, as inflorescéncias. foram
protegidas com sacos de papel. Finalmente, as inflorescéncias
polinizadés foram marcadas com 13s de diferentes cores, pa

ra identificacao das datas de polinizagao.

Além dos cruzamentos normais, foram empregadas algu

mas estratégias para auxiliar o pegamento. T

- Mistura de poOlen de L., escufentum com o pSlen de
L. peruvianum.

Utilizou-se a mistura de pdlen de L. esculentum com
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pblen das introdugoes de série LA de L. peruvianum na propor
cao de 10% e 90%, respectivamente. Esta técnica teve por fina
lidade estimular a germinag¢do do tubo polinicoe ao nivel esti
lo-estigma, e também a fertilizagao, visando assim obter maior

nimero de hibridas viaveis.

- Enxertia reciproca entre L. peruvianum e L. escu

Lentum.

Foram realizadas enxertias reciprocas tipo garfagem,
utilizando as espécies L. escufentum ou L. penduianum La 371
como porta-—enxerto. Esta técnica teve por objetivo diminuir a
imcompatibilidade entre as duas espécies (L. escufentum e L.pe
© auvianum), na tentativa de se aumentar a afinidade estigma-pd-

len decorrente da enxertia cruzada.

- Cruzamento intermedidrio com a espécie: L. pimpi
 nellifolium. | '

. Foi obtido um hibrido entre o L. esculentum Rio Gran

de e © L.“pimpineﬁiiﬂoﬁiam‘NAv 1062 na Squo-de_Hortaligas e

Frutos do IAC. O cruzamento acima & compativel e nao necessita

de técnicas artificiais para obtengdo de hibridos. Este hibri

do, por sua vez, foi cruzado com o L. peruvianum LA 444/1. Des

ta vez, entrétanto, houve a necessidade de se fazer a. cultura

dos embrides "in vitro”.

1.1. Observacao sobre-o desenvolvimento das sementes

hibridas.

Frutos de L. escufentum var. Angela e frutos hibri
dos com o L. peruvianum, em diferentes estadios de desenvolvi

mento (Tabela 3), foram cortados transversalmente com o objetivo
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Tabela 3 - Classificagac em estadios de desenvolvimento de frutos imaturos
hibridos provenientes do cruzamento interespecifico: Lycopersicon escu-
Lentun x L.peruvianum de acordo cam o nimero de dias decorrido apds a

polinizacao. Os intervalos para os indices foram definidos pela multi

plicacao da medida da secgdo longitudial pela secg@o transversal dos -

frutos.

Indice em an? para diferentes cultivares de Lycopersi-
con ucw&en,tun***utlllzados cam progenitores femininos

Fsta- Idade em Angela Gigante 5.100, Rio Grande Cerasifor
dio dias apds Alcobacga, Kada, Marglo me (transa-
polinizacao bo Supremo e &Hma(ﬂg mazonica)
ra I 5.300 Nav 1.062
I la 6 0- 1 0 1 0-0,4
I 7a1l3 1- 5 1-5 0,4 - 2
IIT l4a2l 5-10 5-10 2- -3
IV - 22 a 30 10 - 20 10 - 20 3- 6
v 31 a 40 20 - 30 20 - 25 6- 8
VI 41"a 50 30 - 40

*Avaliagao nas trés primeiras pencas de frutos e média

tos.

de 30 fru-
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de se analisar o tamanho das sementes, sendo tomados trinta fru
tos de cada estadio com a finalidade de se representar melhor

¢ tamanho da semente.

1.2. Teste de viabilidade das sementes hibridas

Parte dos frutos dos cruzamentos foram deixados nas
plantas até amadurecerem (cerca de 70 dias de idade). As semen
tes com mucilagem, extraidas dos frutos, foram deixados em be
cker para fermentagao. Apds cerca de 3 dias, estas sementes fo
ram colocadas em placas de petri, contendo papel de filtro em
bebido em agua destilada, para teste de germinagao. A tempera
tura fol mantida 8 25+39C e o fotoperfodo a 16 horas de luz
(1.200 lux). Também foi testada a semeadura'direta na terra,em

condi¢des de casa de vegetagdo.

1.3. Estudo histoldgico de sementes hibt¥idas em di

ferentes estadios de desenvolvimento

Sementes nao desenvolvidas,tcom diferentes idades,
obtidas do cruzamento interespecifico L. escufentum.X L. pery
vianum, féram fixadas e em seguida submetidas & técnica histo
16gica da parafina (JOHANSEN, 1940). Estas sementes imaturas
sdo .provenientes de cruzamentos L. escufentum X L. peruvianum,
onde se utilizou uma mistura de pdlen em paftes iguais de di
ferentes introdugdes de espécies selvagens L. peruvianum (LA
444/1, 1A 371, LA 462); que possuem resieténcia ao virus cau
sador da moléstia "vira-cabega" e i traga (Scrobipalpula abso
Luta). Todas as sementes hibridas que se formaram eram peque
nas , ou seja, menores ainda gque sementes de L. peruvdanum,nao

atingindo o desenvolvimento completo do embriac. Portanto, a



r . ~~ragao "in vitro" de plantas hibridas a partir dessas se
me " ..l .ras tornou-se dificil, de acordo com os resultados
obtidc - » TRARBANO & TOPOLESKI, 1984. Para tentar superar es

te obstaculo, sementes imaturas de cruzamentos L. esculenfum X
L. peruvdianum foram analisadés aos 15, 20 e 25 dias apds a po
linizagao, correspondentes aos estadios III e IV de frutos. As
sementes em desenvolvimento_ de um mesmo fruto também foram ana

lisadas, tendo-se em vista os seguintes objetivos:

a) Acompanhar o desenvolvimento dos embrides em for
magao, observando-se o periodo de maior ocorrén
cia de aborto dos mesmos. Na analise hiétolégica
do saco embrionario apds a fertilizagﬁo, foram
levados em conta o endosperma, endotélio e célu

las embrionarias.

b) Verificar a ocorréncia ou nao de gradientes de

desenvolvimento dos embrides de um mesmo fruto.

As sementes foram fixadas em CARNOY (3:1 de &lcool
etilicé‘e acido acético), i temperatura ambiente. O ‘material
foi desidratado através de imersao em série em dlcool butiri
co—terciér;o, sendo posteriormente incluido em bloco de para
fina para ¢s cortes em micrdtomo. Foram realizados cortes se
riados longitudinais e transversais de 10 a 12 mp, os quais fg
ram coloridos com safranina e verde-rapido ( JAHANSEN, 1949).
Com base em observagoes visuais dos cortes realizados, decidiu-
| -se que os tempos de imersao,de 3 e 15 minutos em 5% de safra
nina, foram os mais satisfatdOrios para sementes imaturas (mg

nores gue 2mm} € grandes (2 a 3mm), respectivamente.
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2. Cultura "in wvitro" de embrides imaturos

2.1. Metodologia utilizada na extragao de sementes
imaturas dos frutos e remogao da mucilagem pre

sente

Frutos imaturos foram lavados em agua corrente e soO
1ug§o detergente 3 1%. Os frutos foram depois imersos em hipo
clorito de sddio 3 2,5% (Qboa 50%) por 30 minutos e lavados 3
vezes ¢om agua estéril. Apds esterilizagéo,- os frutos foram
abertos com auxilio de bisturi e pinga, dentro da cdmara assép
tica, fazendo-se a remogio do mesocarpo e ' deixando-se expos
tas as sementes para facilitar a sua coleta. Estas sementes

precisam ser esterelizadas pois dentro do fruto prevalecem

condic¢des estéreis.

Foram realizados varios experimentos para estudar o
nétodo de remogao de mucilagem das sementes de L. escufentum

var. Angela: : ' . N

_a) Hipoclorito 0,25%, com diferentes tempor de perma
néncia nesta solugao (5', 10',.20' e 30'). O tra
tamento controle constou de imersao em H,0 desti
lada por 10 ninutos. Todos esses tratamentos foram

agitados fortemente durante o tempo de imersao na

solucao de hipoclorito;

b) Concentragoes diferentes de hipoclorito, com tem
po fixo de 10 minutos. As sementes de frutos ima
turos foram submetidos 3 concentragces diferentes
de hipoclorito (0,25; 0,50; ¢.75 e 1,00%), duran
te 10 minutos. Todos os tratamentos foram agitados

fortemente.
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¢) Concentragdes diferentes de HCl, com tempo de 10
minutos. Sementes de frutos imaturos foram subme
tidos a concentragoes diferentes de HC1l (0,1 ;
0,5; 1,0 e 25N de HCl) durante 10 minutos.Como con
trole usou-se 320 por 10 minutos. Além disso foi
realizado um teste utilizando-se hipoclorito a
1,0% oun H20 por 10 minutos, para copparagao do
efeito do hipoclorito em ambos os progenitores uti

lizados;

d) As sementes de frutos com 40 dias foram submeti
das a diferentes pré-tratamentos antes &a inocu
lacdo no meio de cultura, sendo.estes pré-tratamen

tos os seguintes:

i. Remocao da mucilagem com papel de filtro;
ii. Isolamento do embrido;

iii. Corte na base das sementes.

2.2. Meios e condigoes de cultura

Os meios de cultuga e vidrarias foram esterilizados
em autoclave 3 temperatura de 1209C, com pressac de uma atmos
fera, durante 20 minutos. Os meios de cultura foram preparados
com agua destilada e desmineraliiada, sendo as  operagoes, em
condi¢cOes assépticas, sempre realizadas em camara de fluxo la
minar marca Veco, modelo HLFs-1l2.Frascos contendo o meio de
cultura e explante (cerca de 4 pdf frasco), foram ' vedados com
- filme plastico de PVC (16,5pM de espessura) ou tampa de me

tal.

O meio de cultura basico empregado nos experimentos

preliminares com os tipos parentais foi a solugao salina de Mu
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rashige & Skoog, 1962 (MS) (Tabela 4), vitaminas de acordo éom
ShnAhal & Sharp, 1979, mio inositol (550 uM, sacarose (30g/l}
e agar (0,7%), no caso de meio solido. Para a cultura de en
brides hibridos, o meio foi enriquecido em 10mg/1 de glutami

na e com 100 mg/l de caselna HCl.

Os frascos, para a maioria dos experimentos, foram man
tidos em.sala de cultura, no escuro, por trés *dias e depois
transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo de 14
horas de luz (1,200 lux), e temperatura de 25+ 3¢C. O pH dos

meios de cultura foram ajustados para 5,5, antes da adigao de

bacto—agar.

2.3. Cultura de sementes imaturas de frutos de auto
fecundagao da var. Angela Gigante em, diferen

tes estadios de desenvolvimento.

Sementes de frutos imaturos (estiddios I a V) foram
secas em papel de filtro e inocﬁladas-ém meio de cultura bési
co. Os Indices de tamanho de fruto para os frutos hibridos
sao os mesmos gue para os frutos de L. escufentum var. Angela.
O objetivo deste teste seria o de se observar o© potencial do
meio de cultura utilizado para o desenvolvimento dos embrides
imaturos e tambdm observar a frequéncia de desenvolvimento de
embrides de autofecundagdo nos varios estadios de desenvolvi
mento. A avaliagao foi feita apds 2 semanas de cultura,com ob
servagoes guanto 3 influéncia do estadio de  desenvolvimento

do fruto na germinagao e crescimento de plantas.



Tabela 4. Composicao de sais inorgédnicos de MS (Murashige &
Skoog, 1962) e vitaminas de acordo com Sondahl & Sharp,
1979.

Macronutrientes mg/1 mM
NH,NO, 1.650 20,6
KN03 1.900 18,79
cacl,.2H,0 440 2,99
MgS0, . 7H,0 370 1,50
KH2P04 k 170 1,25
Naz.EDTA 37,3 100,0
FeS0, . TH,0 27,8 100,0
Micronutrientes mg/1 ' - LM
H4BO, : 6,2 100,0
MnSO4.4H20 22,3 100,0
Zns0, . 4H,0 o 10,6 : 30,0
KI ) 0,83 5,0
CoCl,.6H,0 ' " 0,025 0,1
CuS0, . 5H,0 0,025 0,1
Vitaminas uM
Tiamina 15
Piridoxina 7 5

Acido nicotinico 15
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2.4, Testes preliminares guanto a resposta de semen
tes imaturas de L.esculentum var. Angela Gigan

te a reguladores de crescimento.

Sementes extraldas de frutos no estaddio VI com apro
ximadamente 40 dias, foram colocadas em meio basico, adiciona
do de GA, (0,5 aM), 6-BA (5,0 uM) e NAA (0,1 uM}, em diferentes

combinag¢des.

2.5, Cultura de embrngs do cruzamento L. escufentum
(var. Angela‘Gigante) X L. peruvianum (PI
126928, PI 1269A30,'PI 126944, PT 126946 PT 128657

e PI 129146)

Frutos com idade de, aproximadamente, 14 a 21 dias(e§
tadio III) foram utilizados nos experimentos com sementes hibri
das do cruzamento L. e¢scufentum série PI de L.peruvianum. A es
terilizag¢do superficial dos frutos foi a mesma que a realizada,
"com o L. ¢sculentum, sendo que as sementes foram colocadas em

frascos de& 50ml de volume, contende 10ml de meio de cultura.

As avaliagdes foram realizadas a cada 30 dias, sendo
gue, aos 70 dias, foram eliminados os materiais gue nao apre
sentaram crescimento. A seguir, sao detalhados todos os experi

mentos realizados com estas sementes hibridas.:

a) Cerca de 260 sementes foram submetidas a um pré-
~-tratamento com hipoclorito 0,25%, 30 minutos e

colocadas em meio basico de MS;

b) Cerca de 150 sementes foram prensadas entre duas
laminas autoclavadas com finalidade de, se romper

as sementes e extrair os embrices (Técnica de Smith,
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1944) e colocadas em meio basico de MS;

c) Cerca de 960 sementes foram racpadas em papel de
filtro para a remogao da mucilagem que envolve as
sementes. Em seguida foram colocadas em meio enri
quecido de MS, adicionado de deferentes cambinagoes

de fitorreguladores (Tabela 5).

2.6, Cultura de embrioces hibridos do cruzamento L. es
culentum (var, Angela Gigante) X L. peruvianum

(LA 462, LA 371 e LA 444/1)

Frutos com idade entre 14 a 21 dias (estadio III} fo
ram utilizados nos experimentos com as sementes hibridas do cru

zamento de L.escufentum com a série LA de L. peruvianum.

Os frascos, com cerca de 5 sementes cada, foram colo
cadas diretamente em sala clara com fotoperiodo de 12 horas de
luz e temperatura de 25439C. As avaiiaqSes foram realizadas a
cada 30 dias g,'aos'70 dias, foram eliminados os materiais que
nao apresehfaram crescimento. A seguir sao apresentados oé ex

perimentos realizados com as sementes hilbridas citadas:

a) Apds remogao da mucilagem, 580 sementes hibridas pro
venientes de frutos nos estadios II, IV e V foram

colocadas em meio MS enriquecido;

b) Apds remocdo da mucilagem, 400 sementes hibridas pro
venientes de frutos-ﬁos estadios III e IV foram co
locadas em meio MS enriquecide adicionado de 6-BA
(5 M) juntamente com algumas variagBes nas concen

tragdes de 2,4-D(0; 1,0; 5,0 e 10 uM);
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Tabela. 5 - Esquema de tratamentos realizados empregando-se vari

acdoes de fitorreguladores.

Concentragoes de fitorreguladores em  uM
Tratamentos GA4 6-BA NAR IAA
1 - 0,1 - -
2 - 2,5 - -
3 - 5,0 - -
8 0,5 5,0 - -
5 0,5 5,0 6,1 -
6 0,5 - 0,1 -
7 - - - 0,5
8 - - - 1,0
9 - - - 2,5
10 - - - 5,0
11 - - - 10,0 °
12 - 10,0 - 0,5
13 - 10,0 - 1,0
14 - 10,0 - 2,5%
15 - 10,0 - 5,0
16 - 10,0 - 10,0
*Calo C

50
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Também foram colocadas 840 sementes hibridas de
frutos nos estadios III, IV e V em meio basico,
com 6-BA (10 uM) e variacoes de IAA (0; 1,0; 2,5;

10 e 25 uM);

Apds remogdo da mucilagem,440 sementes hibridas
extraidas de frutos nos estaddios III e IV foram
colocadas em meio de cultura basico de MS, adi-
cionado dos seguintes tratamentos comextratos de

constituigao complexa:

- 100 g/1 de extrato de batata

~ 100 ml/1 de Agua de coco

- extrato de 100 sementes imaturas de L. esculep
tum, maceradas em 3 ml de agua destilada por 1i

tro de medo de cultura;

As tentativas de auxiliar o pegamento envolveram
sempre a série LA de l. peruvdianum. Foram inocu-
ladas 580 sementes hibridas,extraidas de frutos

de éstddios variando de I a V, obtidos com a técnica

'de mistura de polen de L. esculentum var. Angela

com pdlén das introdugoes de L. peruvianum (10:

90%) .

i. Foram inoculados 215 sementes imaturas ex-
traldas de frutos do estadio IV provenien-
tes de-enxertia do L. eééuﬁentum var. Ange-
la sobre o L. peruvianum LA 371. Foram tam-
bém colocados 150 embrides da enxertia reci

proca (L. peruvdanum sobre L. esculentum).

ii. Foram inoculados cerca de 310 sementes das
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seguintes variedades coﬁerciais (L. esculen
tum) cruzados com o L. peruvianum LA 444/1:
var. Angela, Kada, Alcobaga, Marglobo Supre
mo e selegOes recentes da Segao de Horticﬁl
tura do IAC, cedidas pelo Dr. Nagai, tais
como: Santa Clara I, Rio Grande e "Transama
zOnica" (L: esculentum var. cerasiforme) ,co
letado em Altamira (AM).

Estas sementes provenientes de frutos noses

tadios III e IV foram inoculadas em diferen

tes meios (Tabela 6).

iii. Apds remogao da mucilagem, sementes prove-
nientes do cruzamento (L. esculentum Rio
Grande com L. pimpinellfifofium NAV 1.062) X
L. penuu{anum LA 444/1 em meioc de cultura
rico de MS; com diferentes apresentagodes:
so0lido, liquido ou com ponte de papel de fil
tro. Além disso também se colocou sementes
no meié "b" adicionado de 2,5 g/l de carvao

ativado, 0,25 uM GA, e 0,50 uM de GA3 (Tabe

3
la 7).
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Tabela 6 - Cultura de embrides hibridos de diferentes varieda

des de tomate comercial com o L.peruvianum LA 444/1. Esta-
dios de fruto III e IV.

Progenitor feminino

meio de Santa Clara Rio Grande cerasiforme
cultura I - 5300 transamazdnica
a/s 71 | 17 10
a/L 31 18 12
a/pP 7 7 20
b/S 633 182 50
b/L 117 | 30 25
b/P 312 52 25
b + 0,25 uM GA, 248 . 114 25
b + 0,50 uM GA, 192 163 25
b+ 1,00 uM GA3 117 - 155 . Zé
b + 2,50 uM.GA3 120 147 27
Total 1848 885 248

Obs: meio a: meio basico enriquecido de MS

b: meio basico enrigquecido de
de TAA e 10uM de 6-BA

S - meio sdlido

L - meio liquido com agitacgao

P - meio liquido com ponte de

MS, adicionado de 2,5uM

(60 r.p.m.)
papel de filtro
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Tabela 7. Cultura de sementes imaturas provenientes do cruza
mento entre o hibrido {L.escufentum Rio Grande .com L.
pimpinellifolium NAV 1.062) X L.peruvianum LA 444/1, em di

ferentes meios de cultura.

Meioc de Cultura Namero de Sementes
Inoculadas
a/s 37
a/P 21
b/S 201
b/L 57
b/P 32
b/S com carvao ativado (2,5 g/L) © 33
b/S + 0,?5 uM GA; 104
b/s + 0,50 uM GA3 | : 9%
Total | | 584

Obs: meio a: meio basico enriguecido de MS
meio b: meio basico enriquecido de MS adicionado de
2,5uM de IAA e 1l0uM de 6-BA.
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3. Regeneracao e adaptagdc de plantas hibridas a

partir de calo

Da cultura "in vitro" de sementes imaturas prove-
-nientes do cruzamento entre L. escufentum var. Angela Gigante
com uma mistura de polen de seis introdug¢oes de L. peruvianum
(PI 126928, PI 126930, PI 126944, PI 126946, PI 128657 e PI
129146) foi obtido uma linha de calos denominado C50 a gqual
foi submetido a varias fragmentagdes e subculturas, cada 30
dias no seguinte meio de cultura: composicao de sais minerais
e vitaminas baseados no meio de Murashige e Skoog, 1962, saca
rose 3%, 2,5 uyM de IAA, 10 pM de 6-BA, em pH 5,5. As condi-
g¢oes ambientais para manutengido desses calos foram em fotope-
riodo de 12 hs de luz a 600 lux e temperatura de 25:3°C. Ape-
sar de apresentarem aspecto friavel e coioragéo verde clara,
as gemas adventicias originadas pela morfogénese somitica, se
tornaram raros apés.algumas-subculturas (10 a 12 vezes) nes-
se mesmo meio de cultura. Com a finalidade de induzir novas
gemas adventicias, foi realizado um experimento em dialélico
(5 x 5) variando-se as concentragoes de fitorreguladores (au-
xina X citocinina). Os componentes inorganicos foram baseados
no meio de Murashige & Skoog (1962} adicionadc de sacarose
(3%) e agar (0,8%), acertando-se o pH a 5,5. Baseado nos re-
sultados desse experimento, fol realizado outro dialélico
(3 x 3) em que se repetiram as melhores combinacoes dos dife-
rentes fitorreguladores para obtengao de gemas adventicias.Mg
dificaram-se as condigoes de cultura dos calos para casa de
vegetacao sob luz natural 3 cerca de 2.000 lux em temperatura

minima, variando de 12-16°C e maxima de 26-36°C no periodo do



.

53.

experimento (julho de 1983). A insolagao medida através de he
liografo foi de 70 a 100 horas.

As diferentes combinag¢oes no dialélico (5 x 5) fo-
ram: 0; 0,5; 2,5; 5,0 e 10 M de IAA e 2;5; 5,0; 10; 25 e
50 uM de 6—BA, totalizando 25 tratamentos.

No dialélico (3 x 3) combinaram-se, respectivamente
o IAAR e 6-BA nas concentracoes de 0; 0,5 e 2,5 uM x 10; 25 e
50 uM. Colocou-se nos dois experimentos para cada frasco, um

3 s - -y
, subdivididos em camara asséptica.

calo, com cerca de 0,5 cm

Foram avaliadas as contaminagoes e oxidagdes decor-
fentes da transféréncia dos calos nos frascos de cultura, sen
do portanto, varidvel o numero de frascos com material viavel
para as avaliagdes de crescimento € regeneracao dos calos.

Avaliou-se o desenvolvimento dos cales, atribuindo-
se uma escala de notas de 1 a 5, apds 30 dias de cultura rela
- ¢ionados com o peso fresco médio.da—seguinte maneira: de 0,20;
0,90; 1,60; 2,30 e 3,00 g respectivamente_(Figura 1. Esses
valores foram obtidos através da.média de 10 calos. Observou-
se também o nimero e tamanho (em cm) de gemas .adventicias.

As gemas adventicias obtidas foram destécadas dos
calos e colocadas em meio de cultura para enraizamento e pos-
terior adaptagao das plantas hibridas para transplante defini
tivo em casa de vegetacao. .

Esses experimentos visam desenvolver a metodo;ogia
para regeneracao de plantas hibridas em alta frequéncia atra-
vés de calos da 102 a 122 repicagens que perderam ou diminui-
ram a capa;idade morfogenética. Esses calos foram obtidos pe-
la prolongada cultura "in vitro", provenientes -de embrioces

imaturos do cruzamento interespecifico entre L. esculenum



var. Angela Gigante AG 1.500 e a espécie selvagem [. peruvia-
num da série PI.

A aclimatagao das plantas foi feita sob condigoes
de laboratdrio, utilizando-se um substrato preparado com paé-
tes iguais de wvermiculita e solo arenosc. Nesta fase, as plan
tulas ainda estao sob condigoes assépticas e permanecem assim
por aproximadamente 20 dias. puando as plantas apresentaram
se vigorosas, fez-se a remogéo gradativa do filme de PVC e
apos 5 dias foram levadas para a estufa.

Como estratégia as plantas hibridas obtidas, foram
rotineiramente proéagadas através dos brotos laterais, para
manutengao de "estoqgues" dos gendtipos hibridos em condicdes
para realizagao de cruzamentos entre hibridos e retrocruzamen
tos, além da identificacao de possiveis Fl's auto-compativeis.

As sementes de frutos provenientes dessas plantas irao consti

tuir a populagao sedregante.
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4. Caracterizagao morfoldgica e isoenzimatica dos

hibridos Fj obtidos

As plantas foram caracterizadas quanto & morfologia
de folha, flor e fruto. Os frutos colhidos das plantas hibri-
das F,, cujas sementes dao origem as populagoes segregantes
F, e Fq, foram classificados em tamanho e estadio de desenvol
vimento, de acordo com medidas tomadas da secggo longitudinal
e perimetro do eixo longitudinal. Esta classificacao foi uti-
lizada para caracterizar cada hibrido. A idade do frutc em ca
da estadio varia para os diferentes hibridos, de modo que foi
considerado apenas o tamanho do frutc (Tabela 8).

A analise de isoenzimas através da técnica da ele-
troforese horizontal em gel de amido hidrolizado de batata
foi realizada com intuito de se caracterizar bioguimicamente,
por comparagdo com os tipos parentais, a natureza hibrida das
plantas obtidas por cultura "in vitro" de embriao.

A tecnica da eletroforese consiste no movimento de
particulas carregadas, em um substrato, sob influéncia de um
campo elétrico. Uma das importantes aplica¢oes da eletrofore
se se refere ao estudo das proteinas, uma vez que essas sao
substancias anfoteras, isto &, capazes de adquirir carga po-
sitiva ou negativa, de acordo com o pH da solugaoc e com o ti-
po de tampaoc utilizado. Para cada proteina, existe um pH espe
cifico, denominado de ponto iscelétrico (PI), no qual sua car
ga elétrica € zero. No PI, a proteina, nao tendo carga, nao
se movimenta guando submetida a um campo elétrico. Entretanto,
a um pH acima do ponto iscelétrico ela migra como um anion,ou
seja, em diregao ao anodo ou polo positivo. Abaixo do PI; ela

se comporta como um cation.
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Tabela 8. Classificagao de frutos de hibridos Fi, Fy e Fy (L.penu-
vianum X L.escufentum), de acordo com o seu tamanho e estadio

de desenvolvimento.

Medida da Perimetro
ESTADIO secgao lon- do eixo
gitudinal longitudinal

(ram) (rom)
I 0,2 0,63
IT 0,4 1,26
III 0,6 | 1,88
iv : 0,8 2,51
vI 1,2 3,71
VII i,4 4,40
VIII 1,6- | 5,02
TX _1,8 5,65
X 2,0 6,28
XI | 2,2 6,91
XTT 2,4 | 7,54
XIIT 2,6 | A . 7,85

XIV 2,8 8,79
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Variando-se entao o pH do tampao, & possivel fazer
com que ocorra migragao da proteina no gel do amido. Uma vez
terminada a eletroforese, adiciona-se ao gel um substrato es-
pecifico com o qual a proteina (enzima) reage, originando um
produto. Adicionando-se entao um sal (corante), também e5peci
fico para cada enzima, déorre a formagao de um produto comple
x0 colorido e insoluvel no gel. Dessa forma, pode-se visuali-
zar, no gel, uma banda célorida, correspondente a posicao de
migragao da enzima originalmente presente na amostra; Se a en
zima for homogénea, apenas uma banda sera vista no gel. No ca
sO de a amostra analisada conter enzimas com diferéptes tama-
nhos ou configura¢des espaciais, diversas frac¢des sdo separa-
das, dando origem a diversas bandas coloridas no gel, corres-
pondendo a varias isoenzimas. Essas formas mnultimoleculares
de enzimas, visualizadas no gel sob forma de bandas multiplas,
€ muito bem conhecida em tomate para o sistema enzimatico da
fosfatase acida (APS) (MEDINA FILHO, 1980). As formas multimo
leculares das enzimas (isoenzimas) séo produtos de alélos, si
tuados em locos que codificam para enzimas especificas. Por-
tanto, com a técnica da eletroforese pode~se relacionar dire~
tamente a variagdo fenotipica (bandas) com a variag3o genéti-
ca do material analisado. Além do mais, a grande maioria dos
locos isoenzimaticos apresenté segregagao mendeliana simples
e interage de forma co-dominante. As bandas conhecidas e espe
cificas aos tipos parentais séq de grande auxilio na caracte-
rizagao deos hibridos interespecificos.

Foram utilizadas técnicas padronizadas (SHAW & PRA
SAD, 1970) com algumas modificagoes, sendo o egquipamento uti-
lizado aquele descrito por TANKSLEY (1979). Extratos de mate

rial vegetal foram obtidos por maceragao de foliolos com bas-
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_ tOes de plastico acrilico em bandejas do mesmo material. Adi-
cionou-se antes da maceragao, 1% de glutatiamina tamponada (pH
. 7,5) para evitar a denaturagao de enzimas, principalmente fos
foglucoisomerase (PGI).

Apds a maceragao o extrato obtido foi absorvido em
papel de filtro (Beckman) de 5 x 9 y de espessura inserido no
gel de amido a 12%. O gel foi submetido a uma corrente inicial
de 300 volts em 25 mA e temperatura de 2 a 6°¢ por 20 a 39 mi
nutos e, em seguida, a 400 volts com 30 mA por cerca de 4 ho-
ras, nas mesmas condigoes de temperatura. A corrente foi pos-
teriormente interrompida e o gel fol cortado transversaimente
em 4 camadas de 0,5mm, individualmente colocadas em bandejas
especiais contendo as solugdes de revelagao para diferentes
sistemas enzimaticos.

0 gel de amido foi preparado com tampao triscitrato
pH 8,2 e amido hidrolizado de batata na concentragao de 12%.
| Foram empregadas solugdes de revelagao com .as . se-

guintes especificagdes:

- APS - Black K. salr 50 mg; B-naftil acido fosfato
1,5 ml de uma solugao d 1% em 50% de agua e aceto

na; 50 ml de tampao acetato 0,1 uM pH 5,5.

- PGI -~ Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
1 mg; frutose-6-fosfato 40 mg; dimetil thiazol di
fenil tetrazolito bromato 10 mg; fenazina metasul
fato 1 mg; glucose;ﬁ—fosfato desidrogenase 15 uni

dades; 50 ml de tampao tris 0,1 uyM pH 7,5.
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5. Populagoes segregantes

. - 5.1. Obtengao

As plantas hibridas F; florescem abundantemente e isso
atrai muitos insetos polinizadores, principalmente abelhas. Com
a finalidade de se reduzirem ao maximo intercruzamentos indeseja
veis com outras plantas de tomate pdrventura existentes nas pro-
ximidades, os hibridos F; foram cultivados em local isolado, de
modo gue ocorressem apenas cruzamentos entre eles (cruzamento em
em Sib). Portanto, as populagées, assim obtidas, gque gonstituém
as geragoes F, e F3,.s£o de polinizagac aberta. Com este tipo de
cruzamento, ha a chance de aparecerem combinégﬁes genéticas favo
raveis para resistencia multipla a diversas doengas e demais ca-
racteristicas agronomicas, pois os hibridos ¥, sao provavelmente
de gendtipos distintos gue ocorrem nas introdugées da . espécie
selvagem L. peruvianum (populagoes panmiticas).

Para a obtengao da geragao Fz,.as sementes completamen
te desenvolvidas dos hibridos Fy (de tamanho-grande e médioc) fo-
ram seméadas diretamente em caixas plasticas com mistura de solo
arenoso, composto organico {(l:1) e adubo mineral enquanto as se-
mentes imaturas foram cultivadas "in vitro" no meio basico de
Murashige & Skoog (1962), suplementada de72,5 uM IRA e 10 yM 6BA.

Para_obtengéo da geragao F3, procedeu-se da mesma ma-
neira acima citada (plantio de hibridos F, em campos isolados) e
colheita de frutos, separacao de sementes e posterior semeadura
em caixas de germinagéo. Neste caso, entretanto, apenas foram se
meadas as sementes plenamente desenvolvidas (tamanhos grande e

medio) .



60.

5.2. Avaliacao morfoldgica e isoenzimidtica de hi-

bridos nas geragoes F, e Faq

Diversas caracteristicas morfoldgicas foram analisa
das em hibridos interespecificos nas geragdes segregantes F,
e F,, tais como tamanho, formato e coloragao de folha; presen
¢a ou auséncia de pilosidade em folha e haste; extrusdo de es
tigma; coloragéo de flor; formato, tamanho, coloragao de fru-
to e quantidade de semente/fruto, etc.

Para detectar a natureza hibrida das plantas F,,uti
lizamos as enzimas APS e PGI. Para a verificagao da segrega-

¢ao alélica das populagtes F_ e F derivadas .do cruzamento

2 3!
envolvendo as trés introdugdes LA e L. peruvianum com o L. es
culentum var. Angela, empregou-se apenas a enzima APS.

Na anélise da eletroforese foram estudados trés hi-
bridos Fy interespecificos L. esculentum X L. peruvianum .17,
F1131 e F1133). obtidos através de plantas, e sﬁéé respecti-
vas geragoes F, e F,.

O hibrido F,17, proveniente do calo C 273, deu ori-
gem a nove individuos na geracgao F2, sendo estudados isoenzi-
maticamente apenas sete deles (Fz_ 107, Fy 214, Fp 224, F, 225,F.231,
F,233 e F,235). O hibrido F,107 originou dez individuos na ge
ragao F3, dos quais amenas guatro foram caracterizados;xn:élg
troforese (F310, F4ll, F312 e F415)

Por outro lado, os hibridos Fll3l e Fll33, ambos
provenientes do calo C 294, deram origem a quatro e trés hi-
bridos F, respectivamente (F2204, F2205, F2206 e F2207; F2200,

F,201 e F,202). Todos os hibridos F. obtidos, neste caso, fo-

2

ram sumetidos & andlise de eletroforese. Naoc foi analisada a

geragao F3, no caso.
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5.3. Avaliacao dos hibridos F, e das populagdes se-
gregantes F, e F3 quanto & resisténcia ao vi-
- rus causador do "vira-cabega”.

Os hibridos Fl obtidos, atraves de regeneracaoc - de
calos, foram multiplicados vegetativamente. Para isso, ramos
ou brotos laterias de plantas individuails foram enraizados em
laminados plasticos contendo uma mistura de ferrah areiae com
posto orgédnico. As mudas, devidamente identificadas,foraﬁlsug
metidas & inoculagao do virus do "vira-cabega". Por outro la-
do, os hibridos F, e F3 foram avaliados per se. '

Utilizaram-se, como fontes de indculo, tecidosde fo
lha-de fumo ou de tomate do ponteiro de plantas infectadas,
apresentando sintomas necrdticos e com autocianina, tipicos
da doenga.

A maceragdo dos tecidos infectados fbireali?ada com
adigao de solugao tampao, em almofariz imerso em récipiente
contendo cubés de gelo, para se mantef a temperatura baixa,
evitando-se assim a oxidagac do substrato. .

foi utilizada 1 grama de tegido foliar para cada
10ml da solugdo tampao. Esta foi constituida de 39ml da solu-
cao A + 61lml da solugao B, completando-se o volume para 200ml
e ajustando-se o pH da solugao resultante para 7,0 {solucao
A = NaHPO4.H,0 ‘0;2M; solugao B = Na2HP0O4,7H,0 0,2M).

A inoculagao foi feita empregando-se uma escova de
dentes macia, umidecida com o extrato do virus, na superficie
dorsal das duas folhas mais novas de plantulas em teste. Uti-
lizou-se limalha de ferro (carborundum) como agente abrasivo

para melhor penetragac do indculo.
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Para melhor avaliacgao da ;esisténcia, as plantas gque
ainda nao épresentavam sintomas da doenga, apds 7 dias da ino
culagﬁo, foram re%noculadas. Aos 20 dias, aproximadamente, ob
servou-se a ﬁanifestagéo dos sintomas necrdticos em forma de
‘anel e, poucos dias depois, os sintomas de origem sistémica
(curvamento do ponteiro, sinais de antocianina em folhas, pon
tos necroticos e clordticos em hastes e folhas, ete.}.

Cerca de 4 hibridos F provenientes do c¢ruzamento

ll
L. esculentum X L. peruvianum, utilizando-se o L. pimpinefli-
folLium como poﬁte, foram avaliados em casa de vegetagao e no
campo guanto a tolerancia ao virus do "vira-cabega", Em casa
de vegetagao promoveu-se a inoculagao mecdnica, conforme des-—
crito acima, enquanto no campo as plantas foram expostas natu
ralmente aos vetores (trips, principalmente), em época de ele
vada incidéncia da doenga. Quarenta e duas plantas F, e 382
planpas Fq foram testadas, atravées de inocﬁlég&o mecanica, em

casa de vegetagao. Por outro lado 188 plantas F, e 39 plantas

Fy foram avaliadas em condigoes de campo.

5.4. Avaliagdo de resisténcia de hibridos F, inte-
respecificos e de populagoes segregantes a tra

¢a do tomate (Scrobipalpula absoluta)

No verao 84/85 foram avaliadas diversas introdugdes
de tomate selvagem (L. hixsutum e L. pe&uuianum}, variedades
comerciais de tomate (L. esculentum), hibridos F, interespeci
ficos e geragoes segregantes F2 e F3, quanto ao ataque da tra
ca {Scrobipalpula absoluta) .

Para isso, sementes dos germoplasmas disponiveis fo
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ram plantadas em vasos grandes de aluminio, em casa de vegeta
cao é, apos a ge:minagéo, procedeu-se ao desbaste, deixando-
se duas ?lantas por va§0; Outros vésos contendo plantas de to
mateiro (L. eécuﬂkntum)altamente infectados pela tracga (Scac-
‘bipalpula absoluta}, foram colocados entre as plantas a serem
testadas, para servirem de foco de infecgao. Desta maneira
possibilitou-se a formagao de ambiente propicio para gque os
adultos (mariposas) da traga infectassem as demais pléntas em
testes.
Quando as plantas atingiram o pleno florescimento,

foi feita avaliagio visual, estimando—-se a porcentagemde area

foliar consumida pelo inseto.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Cruzamentos e tentativas de auxiliar . pegamento

O frutos hibridos obtidos tiveram um desenvolvimen-
to normal (Figura 2), semelhantes aos frutos das plantas-mae.
0 pegamento das polinizagbes realizados em plantas sadias foi
entre 30-40%, sendo muité prejudicado pela presenga da tfaqa
(Scnobipalpula absofuta). Este inseto ataca preferencialmente
o botdao floral. O controle deste inseto & feito com insetici-
das, mas tem ocorrido um alto grau de tolerdncia do mesmo, a

maioria dos inseticidas recomendados.

Na tabela 9, sdo apresentadoé os dados referentes a
numero de frutos, de sementes hibridas .e de sementes/fruto
nos diversos cruzamentos realizados. Observa-se que houve um
maior nimero de sementes utilizaveis por frutos nos cruzamen-
tos envolvendo a série LA. Possivelmente em decorréncia de um
maior nivel de compatibilidade presentes neste grupo de intro
dugoes.

Entre as tentativas de polinizagao, para auxiliar a

obtencao de hibridos interespecificos temos:

~ Mistura de pdlen de L., escufentum com pdlen de L. peru

vLanum

Produziu-se num mesmo fruto, sementes semelhantes ao
tipo parental autofecundado (L; esculentum) e outras menores
idénticas aos padroes obtidos de cruzamento interespecifico ,
demonstrando incompatibilidade. A proporgao de ocorréncia des
sas sementes foi de 1ll1l:1 para o tipo cruzamento e tipo paren-

tal respectivamente.



Tabela 9. Relagao de numeros de frutos e sementes hibridas
utilizadas para cultura "in vitro", obtidos nos diversos
periodos de polinizagao em campo e estufa.

Periodo Série de Local de ne ne sem. ne sem.
Polinizagao L. peruv. Plantio fruto hibrida hibrida
utilizado inocul. / fruto
20/06/81 PI estufa 44 410 9.3
21/07/81
19/08/81 PI estufa 60 660 11,0
01/09/81
18/05/82 LA estufa 62 1972 31,8
07/07/82
*
24/01/83 LA estufa 29 260+ 19,3
01/03/83 50 grdes
3**
23/03/8 a LA - campo 44 1240 28,2

13/05/83 :

23/06/83 LA estufa 16 440 27,5

10/07/83

11/08/83 a LA campo 10 215 21,5

10/01/84

11/03/83 PI 1283  campo 10 220 22,0

10/05/83

01/08/83 a

30/09/83%% LA 444-1 estufa 142 .3565 25,1

Total 417 9277 22,25

" * mistura de pdOlen de .

len dos LA.

esculentum var. Angela (10%) ao po

** utilizagao de diferentes variedades comerciais.

65.
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Tanto na enxertia reciproca entre L. peruvianum e
L. esculentum como com utilizagao de porte de L. pimpinellifo
Lium as sementes apresentaram o mesmo tamanho que as sementes

.

hibridas por cruzamento convencional.

1.1. ObservagoOes sobre desenvolvimento das sementes
. hibridas
Cortes transversais de fruto de cruzamento e fruto

de L. escufentum autofecundado, ambos no estadio IV, mostram

conparativamente diferencas de tamanho entre as sementes (Figura 3),

Comparando~se o desenvolvimento de sementes hibri-~
das e sementes de frutos de L. escufentum (planta essencial-
mente autdgama) ( Figura 4 ) - pode~se observar que as se—
mentes do cruzamento interespecifico cessaram o seu desénvol-
vimento quando o fruto atinglu aproximadamente o esté&io I1
(7.a 13 dias apés akpoiinizagao). Este esquema apresenta os
diferentes estadios de ‘frutos, éonténdo o tamanho de sementes

mais frequentemente encontradas (média de 30 frutos).

A parada no desenvolvimeﬁto da semente hibrida, pro
vavelmente'ocorre por uma deficiéncia de um sistema nutricio-
nal e/ou hormonal. O emprego de um meio artificial que propi-
cie melhores condigoes para a sobrgvivéncia‘do embriao pode

suplantar este obstaculo (SMITH, 1944).

1.2. Teste da viabilidade das sementes hibridas

Sementes hibridas apresentam tamanho anormal ( 1mm
de comprimento}, provavelmente nao apresentam embriaoc comple-

tamente formado, consequentemente nao se consequiu obter plan



Figura 1.

Figura 2.

‘Figura 3,

67.

Caracterizacgao de crescimento de calos. Avaliagao
visual por volume de calos com notas variando de l
a 5, representando em peso médio (em gramas) de 0,20;

0,90; 1,60; 2,30 e 3,00g, respectivamente.

Detalhe de desenvolvimento de frutos hibridos ainda
em fase imatufa, onde o L. esculentfum var. Angela foi
atualizado como receptora da mistura de pdlen de

LA 444-1; LA 371 e LA 462,

Cortes transversals de fruto hibrido (a) e fruto de
L, escuflentum var, Angela autofécundado—(B). Nota-se
que as sementes do fruto hibrido pararam de crescer
(setas). Ambos os frutos estdo no IV estadio de de-

senvolvimento,
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tas por nenhum dos métodos de semeadura direta utilizados.

1.3. Estudo histoldgico de sementes hibridas em di-

ferentes estadios de desenvolvimento

Como consequéncia da fecundagao e nao havendo pro-
blemas de incompatibilidade que afete o desenvolvimento dos
tubos polinicos, ocortre a divisao do niicleo generativo en
dois, sendo que um deles se funde com a ocosfera, formando o
zigoto (2n) e o outro funde-se com os dois nacleos peclares,
resultando na formagdo do endosperma (3n), tecido que nutre o
embrido. Em geral, o niicleo do endosperma se divide 'primeiro
e mais rapidamente, enquanto que o nicleo do zigoto se divide

mais tardiamente, logo apds a primeira divisac do endosperma.

BARBANO & TOPOLESKI (1984) acompanharam o desenvol-
vimento de embrioces:normais de sementes autofegundadas de L.
esculentum (E x E) e embrides de sementes hibridés entre L{eﬁ
culentum var. Vendor X L. peruvianum PI 126944. Seéundo'o au-
;tbr, em ambas as polinizagdes houve a fertilizagaoc apds 3 dias,
itendo ocorrido impedimento do desenvolvimento do zigoto até a
maturidade apenas no embridc de origem hibrida. Portanto, de
uma maneira geral, a barreira na produgao dos hibridos inte-
respécificos, isto &, ocorre uma degeneracao' do embriao, an-
tes da diferenciag¢do dos cotilédones. (COOPER & BRINK, 1940;
SACHET, 19487 WEAVER, 1957: RAPPAPORT, 1965). A despeito de
se conhecer através da literatura, a existéncia de barreiras
a nivel de iniciagdo da germinagao do polen no estigma, ou in
terrupgao do desenvolvimento do tubo polinico no estilete em
varios niveis (NETTANCOURT ét all, 1974a e b), nos cruzamen-

tos interespecificos L. esculfentum X L. peruvianum realizados,
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notou-se gue a maioria das sementes hibridas apresentavam cé-
lulas embriondrias ou embrides em formac3o. Esse fato sugere
gque ocorre a fertilizagéo em freguencia razoavel, provavelmen_
te pela diversidade gamética utilizada, ao se utilizar mistu-
ra de pOlen de varias plantas de diferentes introdugdes de L.
peauvianum, sendo que a falta de desenvolvimento completo do
embriao, aparentemente deve-se a problemas de incompatibilida
de pds-zogdtica, como citado por ALLARD, 1960. Provavelmente
0S Mesmos mécanismos de incompatibilidade permanecem no pri—'
-meiro retrocruzamento do hibrido.(F;) para a espécie L. escu-

Lentum (ALEXANDER, 1963; THOMAS & PRATT, 1981).

Cortes histoldgicos de sementes imaturas aos 7 dias
apds a polinizacao, mostraram um zigoto unicelular e endosgper
ma j& formado, conforme resultados obtidos por BARBANO & TOPO
LESKI, 1984. As anormalidades comegam a ocorrer, em geral, a
partir dos 10 dias de polinizagdo nos cruzamentos envolvendo
L. escufentum X L. peravianum (E x P), para .os progenitores
‘em questao. Enquanto o embrido E x E se encontra no estadio

globular, o embrido E x P apresenta uma forma alongada (clavi

forme) , nao progredindo no seu desenvolvimento normal.

A morte do embriao em cruzamentos interespecificos
comeca, normalmente, em fungao da distribuigéo anormal dos nu
trientes do tecido maternal para o endosperma, como Jja  foi
descrito por COOPER & BRINK (1940), em Nicotiana. O endosper-
ma deficiente, talvez pela siﬂéamia incompieta (fusao dupla e
nao tripla de niicleos) € uma caracteristica evidente em mui-
tos cruzamentos interespeqificos e o endotélio (camada mais
interna do integumento) prolifera para formar um tecido tumo-

ral (RAPPAPORT, 1965; KAPIL & TINARI, 1978). Entretanto, nao
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se acredita que apenas a proliferacao do endotélic seja o fa-
tor causal da degeneragao e reabsorgac do endosperma no cruza
mento interespecifico L. escufentum X L. peruvianum {BARBANO
& TOPOLESKI, 1984). A causa primaria do colapso db endosperma
e consequentemente do embriado nso & conhecida, mas o fator pro
vavel parece ser mais um desbalanceamento nos reguladores de
crescimento e no metabolismo das células, criando condicoes

desfavoraveis para as células embrionarias.

.SCHULZ & JENSEN, 1969; NEWCOMB & FbWKE, 1974; YEUNG
& SUSSEX, 1979; YEUNG, 1980, constataram que o suspensor esta
envolvido ativamente na absorgao e transporte de nutrientes
do endosperma para o embriao | Por outro lado, essa estru-
tura, também deve estar envolvida no fornecimento e troca de
metabdlitos especificos requeridos para os estadios iniciais
de desenvolvimento do embriao (SATINA & RIESTSEMA, 1959; PRIT
CHARD, 1964; CORSI, 1974; CIONINI et all, 1976). Estudos his-
tologicos de HAG et all (1973) mostraram ciaramente_que a mor
te do embrido imaturo em hibridos interespecificos de Phaseo-

Lus & devido 3 anormalidades nas fungoes do suspensor.

Observagoes realizadas, na presente pesquisa, emcor
_tes seriados de sementes hibridas com 15 dias apbs a poliniza
cao, apresentém no seu interior uma massa de células, sem for
ma definida, cujas paredes sao delgadas e os nicleos bem visi
veis, tratando~se provavelmente, de células embrionarias em

divisao (Figura 5.e 6).

Algumas sementes, com 20 dias apds a polinizagao,ja
apresentavam uma degeneracao do embriao (Figura 7e 8). Nota-se

gque o espago vazio do saco embrionario foi preenchido pelo en



Figqura 5.6.

Figura 7.8.
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Fotomicrografias de seaﬁk:transversél de semente
hibrida em desenvolvimento do cruzamento interes
pecifico de L. escufentum 2 L. peruvianum com 15
dias apBs a polinizacido. Notam-se células embrio
narias no seu interior, formando uma massa de cé
lulas sem forma definida provavelmente em fungao
de divisBes desordenadas. O espago vazio, entre
o endosperma (E) e as células embrionarias (Eb),
sugerem divisdes celulares lentas, por insuficién-
cia nutricional e/ou horhonal, nao preenchendo

a totalidade do saco embrionario (5=157 x 6=628X)

Fotomicrografias de secgao longitudinal de semen

te hibrida em desenvolvimento com 20 dias apbs a

volinizagfo. As células embrionarias -apresentam-
-se em degeneracdo , mas notam-se ainda algumas cé
lulas intactas (setas) . Supde-se que a degenera
¢d8o do embrido em formagdo seja conseqgliéncia do
"éolapso“ das céiulas.do endosperma (E) proximo
ac suspensor (s{. Nesse espago forma-se tecido

endotelial (7 = 62,8; 8 = 157X).
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dotélio, mas ainda ocorrem algumas células embrionarias rema-
nescentes (setas). Squé-se gue a degeneracao do embriao em
formagao, seja consequéncia do "colapso" das células do endos
perma proximo ao suspensor (s), formando em seguida tecido en
dotelial ou tumoral. Nofmalmente, o embrido seria nufrido pe-
lo endosperma, via suspensor, no decorrer de seu . desenvolvi-

mento ocupando o espago do saco embrionario, consumindo par-

cialmente ou totalmente o endosperma conforme a espécie.

O aborto precoce do embrido, além da falta dos coti
lédones, sao algumas das causas que tornam a cultura "in vi-

tro" muito dificil {(RAGHAVAN, 1966).

Em cortes de sementes apds 25 dias da polinizagao,
verificou~se o "colapso" total do endosperma, assim como dos

embrices (Figuras 2, :10 e 11).

SMITH, 1944; CHOUNDHURY, 1955 a, b e c, encontraram
sementes.de tamanho grande, semelhante as sementes autofecun-
dadas de L, esculfentum (de 2mm a 3mm de comprimento) , em fru-
tos de origem hibrida, .sendo apenas estas cultivadas com su-
cesso. Esses autores ainda descrevem que as sementes grandes
sao encontradas somente quéndo a planta & cultivada em condi-

cOes Otimas de crescimento.

Em nosso £rabalho apenas se formaram sementes hibri
das E x P menores quando comparadas a espécie comercial (ExE)
e o estadio de desenvolvimento dos embrices também num esta-
dic muito precoce, talvez em virtude da maior incompatibilida
de presente nos materiais genéticos utilizados. A inducao de
plantas hibridas "in vitro" diretamente destas sementes de ta

manho pequenc e muito dificil. Por isso optou-se para a indu-
p



Figura 9.10,.

Figura 11.
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Seccdo longitudinal de semente hibrida em desen
volvimento com 25 dias apds a polinizagao.Nota-
-se degeneracao das células do embriao, concomi
tante ds células do endosperma. Detalhe de célu
las endoteliais (Et) proliferadas ao redor do

embrido (E) em formagao (9 = 62,8 x 10 = 157X).

Cortes em série (A, B e C) de semente hibrida
em desenvolvimento com 25 dias apds a polihizg
cdo. Nota-se auséncia de células embriondrias
nos doils extremos, e ao centro poucas células
remanescentes denotando estddio avangado de de
generag8o do embrifo (Eb)., Nota-se espago va
zio do saco embrionlrio, preenchido por tecido

endotelial (A =B =C = 157X) .






¢ao inicial de calos das células embrionarias, de onde poste-

riormente sao regeneradas as plantas hibridas.

0 fato de se ter conseguido obter plantas hibridag
a partir da cultura "in vitro" de sementes imaturas, e mesmo
apos 30 dias da polinizacdoc, & ﬁma evidéncia de que, em cer-
tos casos, as células embrionarias permanecen viaveis por al-

gum tempo, mesmo apds a degeneragdo do endosperma.

Conforme NETTANCOURT et all, 1974 a, podem ocorrer
diversos graus de incompatibilidade, conforme a constituigdo
genética do pbdlen e Svulo. Analisando-se diferentes sementes
em desenvolvimento num mesmo fruto, observamos com frequéncia
embrioces em estadios diferentes, sugerindo a ocorréncia de um
certo "gradiente" de tempo para fertilizagao dos Ovulos em de

senvolvimento no interior do ovario

E importante lembrar que a melhor idade pdra a inocw
lqgéé dos embrioes hibridos dos progenitores por noés utili-
zadoé, ouiseja, L. esculentum cv Angela Gigante e L. peruvia
num (LA 444/1, LA 371 e LA 462) & entre 15 a 20 dias apds a

polinizagao.

2. Cultura "in vitro" de embrides imaturos

2.1. Remocac da mucilagem presente nas sementes e me
todologia utilizada na extragao de sementes

imaturas dos frutos



-
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A mucilagem das sementes devem ser removidos para
nao interferéncia dos inibidores de germinac¢ao dos testes pa-
ra adequagaoc de meios de cultura e das condigoes ambientais

de manutencgao dos tecidos vegetais em desenvolvimento.

O desenvolvimento de metodologia, realizada com se-
mentes de autofecundagao da var. Angela Gigante, visou poste-

rior aplicagao para as sementes de origem hibrida.

Assim, sao comentados suciritamente os resultados

dentro de cada experimento realizado:

a) Hipoclorito 0,25% (Qboé a 5%) com diférentgs tempos
de permanéncia nesta solugao: Sementes de L. escufentum var.
Angela, submetida a um pré-tratamento com Hipoc¢lorito, apre-
sentam uma boa germinagao, e aumenté conforme o tempo de con-
tato com esta solugao (Tabela 10). O Hipoclorito 0,25% por 20
minutos, promove boa germinacao (68%) e Otimo crescimento (X=

1,82cm) guando comparado com o tempo de 30 minutos (X=1,33cm)

b) Concentragoes diferentes de hipoclorito, com tempo fi
x0 de 10 minutos: A porcéntagem de germinagao melhora, confor
me o aumento da concentragao de hipoclorito. O melhor trata-
mento & de 1% (Qboa a 26%) por 10 minutos, atingindo 82% de
dgerminacao. Solugoes mﬁito concentradas de hipoclorito, fazem
com qgue as.sementes fiquem esbranquigadas e conseguentemente

nac germinem (Tabela 11).

c¢) Concentragoes diferentes de HCl, com tempo fixo de 10
minutos: O melhor tratamento foi 0,1N HCl peor 10 minutos. Con

centragoes maiores sao tdxicas para as sementes (Tabela 12).

d) Técnicas aplicadas 4s sementes para obter melhor ger-

minagao: A remogao da mucilagem através da raspagem em papel



Tabela 10. Remocao da mucilagem de sementes provenientes
frutos autofecundados (40 dias) de L. esculentfum var. Ange
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de

la, utilizando-se Hivoclorito 0,25% em diferentes tempos.
Avaliacao feita apds duas semanas de cultura em meio basi

co MS, enrigquecido.

Tratamento ne sem. ne sem. % creseiemnro (em
inoc. germ, germ
0,5 1,0 2,0 3,0 total X

controle H,0 - 10' 24 2 8,3 - 2 - - 2,0 1,00
Nacil - 0,25% - 5¢ 32 16 50,9 4 7 4 1 20,0 1,25
NaCl - 0,25% - 10° 24 11 39,2 1 6 3 1 15,3 1,39
NaCl - 0,25% - 15° 32 20 62,5 4 6 6 4 32,0 1,60
NaCl - ©,25% - 20' 28 19 67,9 3 5 5 6 34,5 1,82
Nacl - 0,25% - 30° 28 26 92,9 7 11 s 4 34,5 1,33
Tabela 11. Remogdo da mucilagem de sementes provenientes de

frutos autofecundados (40 dias) de L. escufentum var. Ange

la, utilizando-se concentra¢oes diferentes de

Hipoclorito

;om tempo fixo de 10 minutos. Avaliagac feita apds duas se
manas de cultura em meio basico MS, enriguecido.

crescimento (cm)

NaCl

NaCl

Tratamento ne sem. ney sem. ]
inece. germ. germ. _
. 0,5% 1.0 2,0 3,0 4,0 total X
3z 1 3,13 1 - - - - 0,5 0,50
controle H20 - 10°'
Nacl - §,25% - 10°' 32 12 37,50 3 5 2 1 - 5,5 1,13
- 0,50% - 10" 32 17 53,13 6 S 4 1 1 23,0 1,35
NaCl - 0,75% - 10! 3z 20 62,50 10 4 1 3 2 28,0 1,40
- - L]
1,00% ~ 10 44 36 81,82 9 9 7 5 5 62,5 1,79
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de filtro, apresenta um otimo resultado (74% de germinacgao) .

(Tabela 13). Isolando-se o embriao ou fazendo~se um corte ha
base da semente para facilitar o contatoc do embriao em desen-
volvimento com o meio de cultura, elimina-se completamente es
se fator em sementes de L. esculentum com cerca de 40 dias de

idade.

2.2. Cultura de sementes imaturas de frutos de auto
fecundagao da variedade Angela Gigante em di-

ferentes est3dios de desenvolvimento

Sementes hibridas praticamente cessam o deéenvolvi-
mento no estddio II e apresentam apenas células embrionarias
sem forma definida enquanto que as sementes do tomateiro co-
mercial com a idade de 7 dias aproximadamente (estadio  II)
apresentam um embrido em estagio globular (TORRES, 1984). Se-
- mentes provenientes de frutos no estadio II de L. esculentum
var. Angela autofecundado gquando cultivado em meio basico de
MS, apresentam uma baixa porcentagem de germinagao, ou seja,
1% (Tabela 14). A germinagdo dés sementes imaturas deste cul-
tivar comercial melhora, conforme o aumento do estadio, .e a
diminui¢do da germinagdo no estadio V, provavelmente devido &
inibidores de crescimento presentes em residuos da mucilagem

no tegumentoc das sementes.

Baseado neste teste, o meio de cultura basico para
a cultura de embrioces devera ser enriquecido com uma fonte de
vitaminas e aminoacidos, em vista do baixo iIndice de cresci-

mento ocorrido principalmente nos estadios mais novos.
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Tabela 12. Remocao da mucilagem de sementes de autofecundagao
(40 dias) de L. escufentum var. Angela, utilizando-seé con
centracoes diferentes de HCl e tempo fixo de 10 minutos. Ava
liagao feita apds duas gemanas de cultura em meio  béasico

MS, enriguecido.

Tratamento n® sem. n¢ sem. . crescircento (cm)

inoc. germ. gqerm.,
0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 total X
L]

controle H,0 - 10° 24 k] 12,5 ) - 1 1 - - 6,5 2,17

n
0,1R HC1 - 10! 24 18 75,0 &4 4 4 3 2 1 36,0 2,00
0,58 BCl - 19 18 - - - - - - - - - - :‘

|

1,0R BC1 - 10" 16 - - - - - - - - - -
25N BC1 - 10 18 - - - - - - - - - -

Tabela 13. Germinag¢do de sementes e postériﬁrrcrescimento'das
plantas, provenientes de frutos verdes de L. esculentum
var, Ahgela, com cerca de 40 dias de idade. Dados de creg'
cimento apds duas semanas de cultura em meio basico MS, en

riquecido.
Tratamento nv sem. n9 sem. % crescinento {cm)
inoc. germ. germ.

e,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 total X
papel de filtro 42 31 73,81 21 3 4 2 1 - - 31,5 0,75

r r
embriac isolado 40 40 100,00 6 10 7 6 4. 3 4 ipo,0 2,50

’ ’

semente cortada 40 . ’

40 100,00 5 12 10 10 2 1 - 77,5 1,94

na base
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2.3, Testes preliminares quanto 3 resposta de se-
mentes imaturas de L. esculentum var. Angela

Gigante a reguladores de crescimento

Sementes provenientes de frutos com 40 dias apdos a
polinizacao ja apresentam embrioes capazes de se desenvolver
em plantas diretamente quando cultivadas em meic de cultura.
Estas sementes germinam em meio de Murashige e Skoog, apds re
mogao de inibidores, sem necessidade de reguladores de cresci
mentc. Este experimento mostrou que 6~BA (5,0 uM) incremen-
tou ligeiramente a germinagao (Tabela 15). No entanto a adi-~
cao do Ga; favorece a germinagao gquando comparada com contro-
le. O GA3 (0,5 uM) adicionado de NAA (0,1 uM) diminuiu a por-
centagem de germinagao favorecendo a formagao de calos andma-
los. As plantas se apresentaram melhores guando originadas em

meio M8 sem reguladores de crescimento.

2.4. Cultura de embrides imaturos do cruzamento L.
escufentum (var. Angela Gigante) X L. peruvia-
num (PI 126928, . PI.126930, PI 126944, . PI

126946, ©PI 128657 e ©PI 129146)

Utilizou-se de varios meétodos para eliminar os ini-
bidores de germinagao, ja testadas em sementes imaturas de L.
esculentum var. Angela. Entre os métodos utilizados, a raspa-
gem da semente hibrida em papel de filtro, foi a mais favora-
vel, pela sua praticidade e também por lesar menos estas se-

mentes mais delicadas.

A semente hibrida, conforme o estudo citoldgico rea

lizado. apresenta apenas grupos de células sem forma defini-
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Tabela 15. Porcentagem de germinacac de sementes provenien
tes de frutos imaturos L. escufentum var. Angela, com apro
ximadamente 40 dias de idade, no meio basico de MS adicio
nado de GA3 (0,5puM), 6BA(5,0uM) e NAA (0,1uM) em diferen

tes combinagoes. Avaliagdo feita apds 3 semdnas de  cultu

ra.
Tratamentos lz: | GA,(2)  6-BAGM)  NAAGM) % Germinagio
1 24 0 0 0 54,17
2. 24 0,5 0 0 75,00
3 24 0 5,0 0o 83,33
4 24 0,5 5,0 0 70,83
5 24 0,5 0 0"1_ 33,33

6 24 0 0 . 0,1 ' 54,17
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da, sendo essencial algum estimulo hormonal paraa formagao de
calos. THOMAS & PRATT, 1981 descreveram sucesso na utilizagao
de reguladores de crescimento com finalidade de induzir calos

‘4 partir do embriao imaturo.

Em nossos experimentos com fitorreguladores, também
houve aparecimento de calo com aspectc friavel e coloragao ver
de devido ao seu cultivo na luz (Figura 12). Este calo nao
apresentou organogenese logo nas primeiras repicagens mas quan
do colocado em maior intensidade de luz (3.000 lux} apresentou orga
nogénese (Figura 13). Este calo foi denominado de Ceg s sendo pro-
véniente de semente extraida de fruto em estado de desenvolvi
mento III e colocado em meio de cultura basico  adicionado de

2,5 uM de Iaa com 10 UM de 6-BA.

2.5. Cultura de sementes hibridas do cruzamento L.
esculentum (var. Angela Gigante) X L. peruvia-

num (LA 371. LA 462 e LA 444/1)

No cruzamento interespecifico envo}yeﬁdo © grupo LA
da espécie L.rpenuuianum, ocorre desenvolvimento dewfrutos e
sementes semelhantes aos obtidos na série PI. Conseguiu-sé a
regeneragao de plantas hibridas, através da fase intermedia-
ria de calos, com maior ou mencr sucesso,-dependendo do meio
de cultura utilizado. Por outro lado, a regeneracac de plan-
tas hibridas, diretamente & partir de sementes, teve insuces-
so total. Reguladores de crescimento quando em concentragoes
e combinagaes favoraveis, possibilitam o crescimento de em-
brices imaturcs. O melhor resultado foi obtido gquando se remo
veu a mucilagem em papel de filtro e colocagéo imediata em

meio basico de MS adicionado de 6~BA com 2,5 uM de IAA ou
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Figura 12. Amostra de duas réplicas de calo Cg, com exelen
te desenvolvimento aos 30 dias de sub cultura. Este
calo & proveniente da cultura de embrido - imaturo
obtido do cruzamento interespecifico Lycopensicon
esculentum var. Angela com seis introducdes de Ly-
copersdcon peruvianum (PI 126928, 21 12393Q,PT 126944,
PI 126946, PI 128657 e PI 129146).

Figura 13.Regeneragao de brotos do calo C50 apbs. 60 dias de
cultura. o ’ :
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10 uM de IAA. Houve o crescimento de calos a partir .de duas
sementes do tipo pequeno, ambas provenientes de estadio de
fruto III, que foram denominados de calo C75 e calo C273.

0 ¢alo C teve a formagao de gemas adventicias a-

757
normais durante o processc de morfogénese somatica. Foi obti-
do em meio enrigquecido de MS, adicionado de 10 uM de IAA )
16 uM de 6—35.‘0 outro calo, C273, foi obtido em meio MS enri
quecido adicionado de 2,5 yM de IAA e 10 uM de 6-BA, apresen-

tando intensa organogénese -

Para o processo de organogénese do calo C273, nao
houve necessidade de inducac atraves de adigao de fitorregula
dores, sendo gue limitamo-nos apenas a manter os calos sob re
gime de alta intensidade luminosa (3.000 lux}, temperatura de
25+3°C e subculturas periddicas em meio badsico enriquecido, &
cada 50 dias. Por outro lado, apds varias subculturas, o calo

c oxidou completamente, produzindo apenas algumas gemas ad-

75
venticias anormais, gue nao enraizaram.

Substincias compiexas como dgua de cbco, extrato de
sementes imaturas (100 sementes/3ml de HZO) e extrato de bata
ta (100 g/l) apresentam uma série de vitaminas e reguladores
de crescimento (HEATON, 1929; CUTTER, Jr. & WILSON, 1952). No
entanto em nossos experimentos esses extratos gquando adiciona
dos ao meio enriquecido de MS nao proporcionaram crescimento

dos embrioes.

Entre as tentativas dé-cruzamento para auxiliar o
pegamento, a mistura de polen de L. peruvianum, se destacou,
com formagao de calo, denom;ando Cogyg- Este calo foi origina-
do em meio basico enriquecido de MS, adicionado de 10 UM de

6-BA e 2,5 uM de IAA.
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Esse calo, desenvolveu-se rapidamente, apresentando
aspecto friavel (Figﬁra 14) e apOs a transferéncia para inten
sidade luminosa de 3.000 lux com fotoperiodo de 16 horas de
luz, e temperatura de 25:3°C, estabeleceu-se o processo de or
ganogénese. A baixa frequéncia de obtengac de calos (apenas 1
em 560 sementes hibridas) permite concluir que essa pratica
de mistura de pdlen nao incrementou substancialmente a obten-
¢3c de hibridos de maneira a se preconizar tal procedimento.

(Tabela 16).

Em cruzamentos realizados em plantas enxertadas (Fi-
gura 15) , notou~se que as sementes apresentaram © mesmo tama-
nho que as sementes hibridas por cruzamento convencignal. Tu-
do indica que © grau de incompatibilidade entre a espéclie L.
esculentum var. Angela e a mistura desses treés espécies de L.
peruvianum (LA 444/1, LA 371 e LA 462) provavelmente deve ser
muito grande, pois ha muita dificuldade em se obter hibridos,

mesmo com auxilio de tentativas de auxiliar o pegamento.

-

Diferentes variedades de L. esculentum foram polini
zadas com pdlen de L. peruvianum LA'444/1, como tentativa de
se encontrar um cruzamento mais compativel. foi oEtido um ca-
lo denominado NRG (Figura 16). O cultivar comercial utilizado
foi a planta Rio Grande. Este calo foi posteriormente repica-
do em meio com fitorreguladores, permanecenéq porém pouco fria

vel e sem organogenese.

Muitos embrioes quando cultivados em meio biasico en
riquecido com carvao originaram calos andmalos e muito pegue-
nos gue estacionaram o seu desenvolvimento com 2 a 3mm de com
primento € oxidaram apos subculturas. Trata—se provavelmente de

uma reagao de tecidos da semente imatura aos reguladores de
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Tabela 16. Porcentagem de sementes do tipo grande (L. esculen
tum) e peguenas (hibridas)_ extraidas de frutos obtidos pe
la utilizacgdo da técnica de mistura de pdlen de Angela Gi

gante (10%) ao pdlen das espécies selvagens (90%).

Nimero de sementes inoc. crescimento
Estadio

provaveis provaveis ‘

hibridas grandes hibridas grandes

T 10 - - -
I1T 264 8 - "4 (50%)
v 276 41 1* 23 (56%)
v 10 1l - -
50 1 27

‘TOTAL 560

* Calo 0294



de crescimento (Figura 17}.

Pelo nimero de sementes inoculadas e resultados ob-
tidos, L. peruvianum LA 444/1 trata-se provavelmente de espé-

cie selvagem altamente incompativel com qualguer uma das va-

riedades comerciais testadas. (Tabela 17).

As sementes provenientes de cruzamento intermedia-
rio com a espécie L. pimpineflifofium apresentam tamanho seme
lhante aos obtidos em cruzamentos anteriores, mas sugere - se
maior desenvolvimento do embrido, pois houve maior facilidade
de obtengao de calo. Entretanto, com a cultura das sementes
. deste cruzamento triplo, também apareceram frequentemente ca-
los andmalos, sem organogénese, Um calo com - organogéne-
‘se e crescimento rapido foi Originaao em meio b/S, adi-
cionado de 0,25 uM GA3. Este calo denominado por CN, produziu
pldantas (CN-01, CN-04) de aspecto muito vigoroso, folhas ver

des escuras e recortadas e produziu frutos amarelos .

2 utilizagdo da espécie compativel L. pimpinéltéﬁo—
Lium eﬁ cruzamento intermedidrio com L. edcufentum e poste-
rior cruzamentoc com L., peauvianum parece melhorar a taxa de
obtencao de calos, talvez pelo maior desenvolvimento do em-
briao, possibilitando melhor atuagao do meio de cultura. Cru-
zamentos intermediarios com outras espécies.selvagensde maior
compatibilidade com L. peruvdianum, do que L. pimpinellfifolium,
tais como a espécie L. hirnsutum e L. chilense parecem promis-

s0res.

3. Regeneracgao e adaptagao de plantas hibridas Fj a

partir de calos
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Tabela 17. Porcentagem de calos anfmalos em cruzamento envol

vendo cultivares comerciais.

Progenitor total sementes = contami- Viaveis Calos an&malos

feminino inoculadas nagao - total %
(varied.)
Santa Clara I 1848 56 1792 47 2,62
5.300
Rio Grande 885 43 842 5 0,58
Ceresiforme 248 7 241 2 0,83
Transamazdnica

TOTAL ‘ 2981 ' 106 2875 54 1,88




Figura 14.

Figura 15.

Figura 16,

Figura 17.

.
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Detalhe do calo C,4, que apresenta boa organogéne
se aos 30 dias de sub cultura. Este calo & prove
niente da cultura de embrido imaturo obtido do cru
zamento interespecifico: L. escufentum cv. Angela
com trés introdugdes de L. peruvianum ( LA 444-1,

La 371, La 4e62),

Enxertia de L, escufenfum var. Angela (enxerto)

em L. peruvianum LA 371 (porta-enxerto).

Detalhe do calo NRG, gue apresenta aspecté pouco
fridvel e sem organogénese intensa como o©0s outros
calos obtidos, Este calo é proveniente da cultura
de_embriﬁo imaturo, obtido do cruzamento  interes
pecifico: L. esculentum Rio Grande x L. peruvia

num LA 444-1,

Calos pequenos ~denominados de “Andmalos". Estes
calos crescem apenas 3mm e quando repicados oxi

dam completamente,
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Plantas de L. escufenfum var. Angela, foram polini-
zadas com uma mistura de pdlen de 6 introdugoes de L. peruvia
num (PI 126928, PI 126930, PI 126944, PI 126946, PI 128657 e
PI 129146). Da cultura "in vitro" de sementes deste cruzamen-
to foi obtido o calo CSO’ que perdeu completamente a capacida
de morfogenética, apos 2 anos de subcultura. Na tentativa de
recuperagao do processo de organogénese desses calos, foram
analisados dois experimentos em dialélico, utilizando uvaria-
¢oes dos fitorreguladores acido indolacético (IAA) X 6-Benzil

adenina (6-BA) em combinagBes_S x 5e 3 x 3.

As condigoes para o dialélico 5 x 5 féram fotoperio
do de 12 horas de luz & 600 lux e temperatura de 25+3°C. Mo
dialelico 3 x 3, os frascos foram mantidos em ambiente natu-
ral de casa de vegetagao com cerca de 2.000 lux. Em cada fras
co inoculou-se um calo com cerca de 0,5 cm? em cimara.assépti
ca.

Plantas obtidas da cultura p;olongada de calcs ten-

dem a ter uma maior variabilidade genética (REISCH & BINGHAN,

1981; LARKIN & SCOWCROFT, 1981-e EVANS & SHARP, 1983). Esta
variabilidade é denominada por "variacgao somaclonal" (BROS~
SARD, 1976; SHEPARD et all. 1980: LARKIN & SCOWCROFT, . 1983;

ILLG & SIQUEIRA, 1984b; EVANS et all, 1984) e pode ser origi-
nada pelas drogas comumenté utilizadas no méio de cultura,
(GAMBORG & DUNN - COLEMAN, 1983) bem como pela variabilidade
originada da rapida divisao mitotica das células do calo. Es-
sa variagido tende a ser maior nos casos de hibridagao interes
pecifica (HEINS & MEE, 1971; LARKIN & SCOWCROFT, 1981; NAKAMU

RA et all, 1981).
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Pela tabela 18 e figura 18 observa-se que no dialé-
lico 5 x 5 os maiores indices de crescimento de calocs foram
obtidos nas seguintes concentracoes de IAA testados: 0,5; 2,5
e 5,0 uM. Estas concentragaes quahdo cémbinadas com 2,5 uM de
6-BA ‘atingiram os valores ae 57, 75 e 75%, respectivamente,
considerandq—se apenas as notas 4 e 5 de crescimento de calos.
Para maiores concentragoes dos dois fitorreguladores, houve
resﬁosta no crescimento dos calos, apenas no tratamento com
10 UM de IAA e 5 uM de 6-BA. Os calos se mantiveram com um as
pecto fridvel e de coloragao verde clara em todos os tratamen
tos. No entanto, o aparecimento de algumas gemas adventicias

ou centros meristematicos e brotos ocorreram em outras concen

tragoes de citocinina (10, 25 e 50 uM).

A manutengao dos frascos contendo os tratamentos do
dialélico 5 x 5, durante os 30 dias de cultura em sala de
crescimento com fotoperiodo de 14 horas luz (600 lux) e tempe
ratura de 25i3°C, nao incrementou_satisfatoriamente o apareci
. mento das gemas adventicias. A repetigdo de parte deste dialé
lico com mudanga das condigBes de cultura para casa de vegeta
¢ao com maior intensidade luminosa (£1.200 = 2.000 lux) favo-

receu a indugdo e desenvolvimento de gemas adventicias (Tabe-

la 19 e Figura 19)}.

Nessas condigoes ambientais, naoc houve ¢ desenvolvi
mento dos calos a exemplo do experimento anterior, uma vez
que, aos 30 dias de cultura, nenhum tratamento recebeu a nota
5. Sugere-se que seja em decorréncia da indugido de gemas ad-
venticias seguido do desenvolvimentc de brotos, concomitante-—
mente ao crescimento dos calos, evidenciando algum tipo de

competicdo. Para essas novas condigoes, ao se agruparem 0Ss va
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Tabela 18. Avaliagdo aos 30 dias de cultura do eaqerﬁmhuo dia
18lico (5x5) visando o crescimento de calos e regenagac de

gemas adventicios. O calo foi obtido da cultura de embrido
esculentum

imaturo do cruzamento interespecifico entre L.

var. Angela Gigante AG x L, peruvianum.

Crescimento caloe (%}

gemas adv.

IAA 6=BA Contam. =
Tot.Inoc. viavelis -
oxid. 2=31 cm
uM UM 1 2 3 4 5 o
] 2,5 10 - 10 - 60,0 30,0 10,0 - -
0,5 2,5 10 3 7 - 14,3 28,6 57,1 - -
2,5 2,5 8 4 4 - 25,0 - 25,0 50,0 -
5,0 2,5 9 1 8 - - 25,0 50,0 25,0 -
10,0 2,5 10 2 ] 12,5 12,5 7,5 25,0 12,5 -
0 5,0 11 4 7 14,3 14,3 57,1 14,3 - -
0,5 5,0 12 3 9 11,1 44,4 22,2 22,2 - -
2,5 5,0 1 1 10 - 20,0 50,0 1¢,0 20,0 -
5,0 5,90 11 & 6 - 16,6 50,0 33,3 - -
10,0 5,0 10 5 5 - 20,0 20,0 40,0 20,0 -
0 10,0 10 2 8 - 7,5 50,0 12,5 - 1
0,5 10,0 11 1 10 - 30,0 40,0 20,0 10,0 -
2,5 ie,0 12 5 7 - 28,6 42,8 - 28,6 -
5,0 10,0 12 4 8 - 12,5 37,5 37,5 12,5 -
10,0 i0,0 S12 5 7 - 42,8 14,3 28,6 14°,3 -
1} 25,0 11 4 7 - 57,1 14,3 28,6 - -
0,5 25,0 13 6 7 - 57,1 14,3 28,6 - -
2,5 25,0 13 7 [3 16,6 33,3 16,6 16,6 16,6 -
5,0 25,0 12 3 9 - 11,1 55,6 22,2 11,1 -
10,0 25,0 16 8 8 12,5 37,5 12,5 12,5 12,5 1
I} 50,0 13 6 7 57,1 14,3 - 28,6 - 1
0,5 50,0 12 4 8 12,5 25,0 37,5 12,5 12,5 -
2,5 50,0 13 6 7 - 57,1 2B,6 14,3 - -
5,0 50,0 13 4 9 22,2 33,3 22,2 11,1 11,1 -
10,0 5p,0 10 3 7 14,3 42,9 28,6 14,3 - -

Tabela 19. Resultados obtidos com inoculagdes de calos (1cm®)
de um ano e meio de subcultura em diferentes meios e em

condigdes de casa de vegetagao.

IAR 6-BA Tot.Ince. Contam, viiveis Crescinento calos W) qem;s-zac;;.
M uM oxid. 1 2 3 4 5 ao
0 10 20 7 13 - 30,8 38,4 30,8 - 3
0,5 10 20 7 13 - 27,7 66,9 5,4 - 7
2,5 10 20 6 " - 35,7 57,2 7.1 - -
0 25 20 8 12 16,5 16,5 16,5 16,5 - 10
0,5 25 20 7 13 30,8 30,8 30,8 7.7 - 7
2,5 25 20 2 18 16,6 27,6 27,8 27,8 - 8
0 50 20 15 40,0 33,3 6,7 20,0 - 13
0,5 50 20 4 16 33,3 37,5 18,7 12,5 - B
2,5 50 20 17 11,8 41,2 17,6 29,4 - 7
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Figura 18. Diagrama dos resultados obtidos das combinagoes em
dialédlico (5x5) de IAA x 6-BA no desenvolvimento dos calos
e regeneracao, do cruzamento interespecifico entre L. escu

L, peruvianum. Condig¢des ambientais de 25+ 39C fo
30

Lentum
toperfiodo de 12 horas e 600 lux. Avaliagao feita aos

dias de cultura.
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Figura 19. Diagrama dos resultados das combinagdes em dialé
lico (3x3) de IAA x 6-BA no dééenvolvimento dcs calos e re
generagado do cruzamento interespecifico L. esculentum x L.
peruvianum, Condigdes de casa de vegetacao sob luz natural
i cerca de 2,000 lux e temperatura minima, variando de 12-
~199C e maxima de 26-309C. Avaliagao feita apbs 30 dias de

cultura,
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lores em porcentagem, obtidos nas notas 3 e 4, a combinagao
de 10 uM de 6~BA com 0,5 UM de IAA se mostrou mais satisfatd-
ria para crescimento dos calos (82,3%). Na ausencia de .auxi-
na, o tratamentoc com 10 uM de 6-BA apresentou o total de
69,2% de calos com as notas 3 e 4. Niveis de auxina e citoci-
ninas maiores que 0,5 uyM e 10 yM, respectivamente, propiciam
menor desenvolvimento dos calos. Por outro lado, houve rapida
formagao de gemas advehticias em quase todos os +tratamentos,
durante os primeiros 30 dias de cultura dos calos, com exce-
gﬁo das combinagoes em uM de IAA e 6-BA: 2,5 x 10 e 0,5 x 50.
Nota-se certa influéncia da citocinina 6-BA ha ihdugio e de-
senvolvimento das gemas adventicias ou centros meristematicos
globulares a partir das células dos calos, nos  tratamentos
com auséncia de auxina (IAA). Essa auxina apresenta labilida-
de foto-dinamica, razido pela gqual, houve reduzido desenvolvi-
mento de calos e rapida regeneragao de plantas (organogénese)

a exemplo do encontrado por HAVRANEK & NOVAK, 1973.

Sl Portanto, calos de tomate com cerca de um ano e
meio de cultura, com reduzido ébtencial morfogenetico, pode
ser "revigorado" através da manipulégao de fitorreguladores €
condigoes ambientais de manutengao das culturas, principalmen

te no que concerne a fotoperiodo e intensidade luminosa.

Seqguindo-se a metodologia de ILLG & SIQUEIRA, 1984a
para tomateiro de mesa, houve rapida indugao e desenvolvimen-
to de raizes no meio secundario, facilitando o transplante e

pegamento das mudas.

Foram recuperadas aproximadamente 400 plantas hibri
das L. esculentum x L. peruvdianum de 4 calos hibridos e des-

sas, 63 foram transferidas com sucessc para o campo. Notou-se
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o aparecimento de plantas poliploides, principalmente oriun-

das de calos repicados por varias vezes (Tabela 20).

Entretanto, a adaptacao das plantas hibridas em es-
tufa & critica e hd muitas perdas de material se nao forem to
mados cuidados adequados. Observou-se maior sobrevivéncia das
plantas hibridas quando sao removidas do meio de cultura, com
suas raizes bem desenvolvidas (Figura 20) e na ocasiao do
transplante elas devem ter suas raizes bem lavadas em agqua e
tratadas com solugao fungicida para depois entao, serem trans
. feridas para-a mistura solo e vermiculita. (Figura 21) . Es-
te substrato deve ser autoclavado e usado somente uma vez.
Nas primeiras semanas, & recomendavel regar as plantas com so
lugdo nutritiva de HOAGLAND & SNYDER, 1934, diluida a 50% mas
de maneira gue o substrato permanega apenas ligeiramente umi-
do. Também sdac necessarias pulverizagOes semanais com inseti-
*~c¢cidas, fungicidas e adubo foliar, bem come a adubagao em c¢o-

i

bertura com NPK.

As desbrotas e tutoramento sao periodicamente reali
zadas. Todas as plantas hibridas vem sendo propagadas vegeta-
tivamente e assim ﬁantidas no campo ou em casa de vegetagao
empregando as técnicas usadas para a cultura de tomateiro. (Fi

gura 22).

Tomando-se como padroes de tamanho, as medidas da
secgcao longitudinal e perimetro do eixec longitudinal, os fru-
tos hibridos (L. peauvianum x L. esculentum) foram classifica
dos em quatorze estaddios conforme a tabela 8. (Materiais e Me

todos) .

Foram cobservados os registros porcentuais de ocor-

réncia de frutos de diversos tamanhos nos hibridos Fq: esta-
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Figura 20. Planta hibrida em meio de enraizamento evidencian
do o sistema radicular em formagao com duas sema-

nas de cultura.

Figura 21, Transferéncla para mistura de terra/vermiculita.

Figura 22. Plantas hfbridas transferidas com sucesso co cam-

po.
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dio VII (4,84%), estadio VIII (8,06%), estadio IX (8,06), es-
tadio X (33,87%}, estadio XI (24,19%) e 19,35 nao produziram
frutos.

Portantc, a maioria dos frutos estudados nas plantas

hibridas F1, concentraram-se nos estadios X e XI. (Tabela 20).

Nos frutos das plantas hibridas, ocorre variagao pa

ra tamanho de sementes e estas foram classificadas em:

a) Grandes -~ plenamente desenvolvidas, coloragaoc parda,
semelhantes &s sementes de L. escufentum var. . Angela
autofecundadas, medindo 2 a 3mm de comprimento, Germi

nam normalmente em caixas de semeadura.

b) Médias - plenamente desenvolvidas; coloragao parda es
cura, semelhantes 3s sementes de L. peruvianum e as
vezes com aspectos intermediirio entre as duas espé-
cies, medindo de 1 a 2mm de comprimento. Também germi

nam normalmente em caixas de semeadura.

c) Pequenas - imaturas, coloragio creme, medindo lmm de
comprimento. Nao germinam e necessitam serem passadas .
por culturas de embriao para a obtencao da proxima ge

ragao.

Quanto ao tamanho das sementes presentes nos frutos
de hibrido Fiv observa-se a predominéncia ée sementes grandes
(70,84%)f enquanto as sementes médias' revelaram 29,16%. (Tabe
la 20).

Folhas de plantas hibridas adultas, serviram de ex-
plante para exploragao da variagao somaclonal, e assim obter
novas plantas. Esses explantes foliares de plantas hibridas
quando cultivadas em meio para produgao de calos originam ca-

los com crescimento vigoroso e intensa organogénese, nas pri-
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meiras repicagens. Possuem, em geral, caracteristicas seme-
lhantes ao calo gue originou a planta hibrida, de onde foram

tirados os explantes.

Folhas de plantulas "in vitro" também foram utiliza
das para inoculaéEes em meio de cultura proprio para indugio
de calo e regeneraqéo, com a finalidade de multiplicacao e ma
nutencao das plantas hibridas, além da possibilidade de obten

gdo de variabilidade genética nessas plantas.

4. caracterizag3o morfoldgica e isoenzimatica de hi

bridos i obtidos

a) Aspectos morfoldgicos

Quanto aos aspectos morfoldgicos das plantas hibri-
‘das,.estas apresentam variaééb quanto ao formato de félha,
mas em geral com aspecto intermediério aos progenitores envol
vidos nos cruzamentos {Figura 23} .'Océrreu fambém uma ampla
varia¢ao nos frutos; sendo que seu tamanho maximo, & ainda me
nor que o fruto de L. esdcufentum var. Angela. A-produgéo por
inflorescéncia & numerosa, caracteristica esta propria da es-
pécie selvagem e sua coloragao varia de esverdeado, com es-
trias arroxeadas até levemente amarelado (Figura 24). As flo
res de plantas hibridas, apresentam estigma extfuéo a seme-

lhanga da espécie selvagem (aldgama) (Figura 23) .

Todas as plantas hibridas, -devido & sua maior rusti
cidade, desenvolvem-se rapidamente no campo. Na verdade elas

sao provenientes de apenas 4 calos diferentes (Tabela 21}).

0 primeiro calo obtido, denominado por C50, apresen
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Tabela 21, Identificagao dos calos obtidos nos diversos ex-
perimentos, e o niimero de plantas hibridas sobreviventes

no campo, apds as fases de enraizamento e aclimatacao.

A

calos Progen. Progen. n?® plantas n® plantas n® plantas
ident. masc. fem. regen. enraizadas sobreviven

em vermic. tes campo

Ce PI'S L.esc. 110 60 18
cwv.A.G.
0273 LA'S L.eaz. 200 30 .36
cv.A.G. ’
C294 LA'S L.esc. 70 15 6
cv.A.G.
CN LA L.esc.
444/1 cv. Rio
Grande X 20 ' 10 2
L. pimp. -
NAV 1062

Total 400 175 62
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Figura 23. Aspecto morfoldgico de uma folha de Lycopernsicon
esculentum (esquerda), folha de Lycoperdicon peru

vianum {(direita} e folha do hibrido.

Figura 24. Detalhe de flor de L. esculentum (esquerda). L.pe
ruvianum {(direita) e hibrido entre estas duas es
pécies. Nota-se as diferengas morfoldgicas do es

tigma e da colorac3o éntre os materiais.

Figura 25. Detalhe de frutos de algumas plantas hibridas.
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ta a caracteristica de se manter sempre com aspecto fridvel
mesmo apds varias repicagens periddicas de 30 em 30 diaé. Em
uma das ltimas avaliacgoes, este calo estava com 32 repicagens
e mesmo assim se apresentou com o0 masmo aspecto: friévei, co
loragdo esverdeada, crescimento rapido mas sem organogénese.
A regeneracdo de plantas se deu mais nas trés primeiras repi
cagens, sendo que novas plantas foram produzidas apds a varia
¢3o da concentragdo dos fitorreguladorese/ou local de cultura
onde hawvia uma malor intensidade de luz. As Figuras 26-31 apre
sentam a sequéncia das etapas desde a organogénese do calo Csg
até a obténgSO'de plantas na fase reprodutiva. As plantas pro
venientes da regeneracgdo de calos com muitas repicagens (mais

de 15), apresentaram morfologia de parte aérea tipicos de plan

tas com anormalidades (Flguras 32-33).

Do cruzamento que envolveu o grupo LA (LA 371, LA
.462 e LA 444/1), foram obtidos dois calos (C273 e C294). - Es
tes calos s8o muito semelhantes, apresentam intensa o:ganogg
nese, sendo que gquase toda a superficie d; calo fica preenchi
- do por setores globularesresverdeados e de gemas adventicias.
(Figura 34), Um destes calos (calo C294) se originou apés' 6
meses de colocagao da semente hibrida no meio de cultura. Os

frutos originados de plantas sao de colorag¢ac alaranjada (Fi-

guras 35-36).

0 calo CN proveniente do cruzamento envolvendo cru
zamento intermediario com a espécies L., pimpinellifolium: L,
escufentum (Rio Grande) x (L., pimpineffifofium NAV 1062 x L.
peruvianum LA 444/1), ndo tinha aspecto fridvel e oxidou apds
algumas replcagens. Entretanto, foram regeneradas duas plan
tas (CN-01 e CN-04) e estas, apresentaram maior vigor quando

comparadas aos outros hibridos (Figuras 37-39).
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b. Comparacao da natureza hibrida, pela técnica da

eletroforese

Vérifieou—se que os padroes eletroforéticos para as
enzimas APS de L. esculentum (var. Angela Gigante) e L. peru
vianum (LA 371) s3o distintos e que no hibrido interespecifi
co s3o encontrados bandas especificas aos tipos parentais além
de uma banda com migragdo intermediaria (Figura 40). Por essa
razao, foi possivel determinar-se inequivocamente, a natureza
hibrida das plantas obtidas por cultura de embriac "in vitro" .
Observa-se que os locus F; de APS para L. esculentum tem o ge
notipo +/+, revelado no gel por uma banda proxima ao "front F",
mais avancada em relagao 3 banda comum na espécie selvagem (L.
peruvianum LA 371), de gendtipo 1/1. Como, no caso, trata-se
de uma enzima dimera, o hibrido interespecifico, possui, além
das:bandas avangadas e retardada, presentes nos tipos paren-
taié, uma terceira banda, de migragao intermediaria e que cor
reéponde ao heterodimero, no caso APé-l, caracterizando-se as

sim a condig¢ao hibrida (+/1) do individuo analisado.

Para o caéo de PGI, verifica-se também que L, escu
Lentum e L. peruvianum tem padroes isoenzimaticos distintos.
Ao contrario de ASP-1, onde ¢ fendotipo pode ser genelicamente
caracterizado, os padroes observados de PGI nao permiﬁiram a
interpretagdo genética segura. No entanto, o padrao eletroforé
tico do hibrido interespecifico analisado foi claramente for

mado pela composicao dos dois fendtipos parentais.
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Figura 40. Padroes de bandas referentes a isoenzima fosfata
se Acida (APS). Notam-se trés padroes distintos
proximos ao "front" (F) na regiao indicada na fo
to, de acordo com o0 genotipo:

1/1 - homozigose para o alelo selvagem, represen
tada no gel por uma banda retardada;

+/+ - homozigose para ¢ alelo +, representada no
gel por uma banda rapida, prdxima ao "front"
(F);

+/1 - heterozigose para APS representada no dJdel
por 3 bandas equidistantes.

Leééndas:

P - Lycopersicon peruvianum LA 371 -

H - hibrido Interespecifico L. peruvianum x L.es
culentum

E - Lycopersicon esculentum Cv. Angela

F - "front" Eentido de migragao -'0—F)=T

0 - origem
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5. Populagoes Segregantes
5.1. Obtencao

a) Geragao F,

Foram produzidas 188 plantas na'geragao F, (174 pro
venientes da semeadura direta e 14 plantas regeneradas "in vi
tro"). (Tabela 22). A porcentagem média de germinagac de semen
tes em caixas plasticas foi de 37% (Figura 41). As sementes ima
turas (pequenas), coletadas nos frutos das plantas hﬂmﬁﬁas Fl’
quando cultivadas em meio de Murashige & Skoog (1962) na forma
s0lida, apresentaram crescimento de calos logo no inicio (Figu
ra 42). A porcentagem de obtencaoc de plantas destas sementes foi
de apenas 2% (Tabela 22). Estas plantas quando adultas,se apro
ximam muito do fendtipo de tomateiros selvagens, com frutos me

nores e de coloragdo esverdeada. (Tabela 23).

Foram observadas as seguintes porcentagens de ocorrén
cla de frutos de diversos tamanhos nos hibridos Fy: estadio IIX
(1,67%), IV (6,14%), V (4,47%), VI (3,91%), VII (29,05%),VIiiI
(8,94%), IX (17,32%), X (13,41%), XI (10,61%), XII (3,35%),
XIIT (1,68%). |

.Portanto, a maioria dos frutos estudados na geragdo
F, concentravam-se nos estadios VII, VIII, IX, X e XI.

Quanto ao tamanho das sementes presentes nos f£frutos
F,, observou-se a predomingncia das sementes médias (60,3%) en
quanto as sementes grandes e pequenas revelaram 33,5% e 6,1%
de ocorréncia respectivamente. Quanto ao nimero de sementes
por fruto, 83,8% dos mesmos mostravam 1 a 5 sementes enquanto
10,61% e 5,6% dos me Smos apresentaram 5 a 15 e mais de 15 ég

mentes/frutc, respectivamente.

A guase totalidade dos frutos observados mostrou
coloragdo amarela, embora alguns hibridos F, tivessem fru
tos de colorag@ao verde ( Fy, Fy & FS) e coloragao vermelha

(Fgy) -
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Figura 41. Germinagao direta de sementes F, e Fq apds 15 dias

de semeadura.

Figura 42. Recuperagdo da geragdo F, através de sementes ama
turas e verdes com tamanho imprdprio (lmm de com
prim@nto) para germinacgao direta. O meio de cultu
ra para recuperagao destes hibridos contém regula

dores de crescimento e consequentemente também :indu

zem a formacgao de calos.
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A maioria das plantas F2, guando tiveram suas inflo
rescéncias protegidas com sacos de papel, nao produziram se-
mentes. Isto mostra que sao autpincompativeis, exigindo poli-
nizaé&o cruzada. Entretanto, ocorreram excegoes (F27l9l, FZ/
192, F,/196, F2/198 e F2/199), gque revelaram assim certo ni-
vel de autocompatibilidade. Essas plantas foram intensivamen-
te utilizadas nos cruzamentos para o L. escufentum var. Ange-
la (femea), sem no entanto produzirem sementes normais, mas
apenas sementes imaturas, ao contrario de gue se previa, se-

gundo trabalhos de HOGENBOOM (1972 a a e).

b) Geragao F,

Foram produzidas 39 plantas na geragao L todas
provenientes de semeadura em caixas plasticas (Tabela 24). A
‘3 porcentagem de germinagao das sementes foi de 34%., Observou-
se as seguintes porcentagens de 6cofréncia de frut&s de diver
sos tamanhos nos hibridos F3: estadio II (4,8%), vV (4,8%),
VI (4,8%), VII (14.3%), VIII (14,3%), IX (23,8%), X (19,0%),
XI (14,3%), de maneira semelhante ao ocorrido na geragao sz‘

(Tabela 24).

Quantoc ao tamanho das sementes presentes nos frutos
predominaram as sementes médias (90,9%), seéuidés das semen-
tes granaes (9,6%), nao ocorrendo frutos com sementes pegque-
nas, talvez devido aé reduzido numero de hibridos F3 estuda-
dos.

Em relacao a caracteristica nimero de sementes por
fruto; 38,09% dos frutos mostraram mais de 15 sementes, 33,4%
nenhuma semente, 19,1% 1 a 5 sementes e 9,5% 5 a 15 sementes.

Nota-se a ocorréencia acentuada de frutos sem sementes (33,4%),
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Tabela 24. Obtengao da geragao F,, através da semeadura direta

de sementes completamente desenvolvidas de frutos de hibridos

* planta auto compativel.

F2 .
.~ Progenitor N9 de sementes desenvolvidas Identificagao
feminino inoc. cresc.
F23S/CSO 14 4 F3Ol, F302, F303,
F304
F,70/Cs, 8 1 F(305
F281/C50 3 1 F306
F284/C50 22 2 F307, F308
F2107/C273 15 10 F309, F310, F3ll*,
F312 ' F313, F314 ’
F315 ’ F316, F338,
F439
F2143/C50 10 2 F319, F320, F321,
F322, F323 :
F,84/Cy, 5 3 F326, F;27, F328
E‘225/C50 10 2 F324, F325
F2].04/C273 15 6 F329, F330, F334, F334,36,37
17'2132/C50 7 2 F340, F341
Total 122 - 38 (31,15%)
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o que ndo acontece: na- geragao F.,.
Por outro lado, a maioria dos frutos F3 mostraram co

loracao verde, alguns apresentando coloragac amarela e roxa.

Nesta geragéo, constatou-se a presenca de uma planta

autocompativel (F;l1l}. (Tabela 25).

5.2. Avaliacao morfoldgica e isocenzimatica de hi

bridos nas geragdes F, e F,.

A geracao Fy e F, arresenta variabilidade quanto 3 pilosi
dade em haste e formato de folha (Figura -43-44) emgeral o estigma
se apresentou extruso {(planta alogama a semelhancga do.. L. pe
ruvianum} e flores com ¢oloragao bem amarelada. Os frutos, em
geral, apresentaram-se com coloragao desde esverdeado com es
trias até amarelado ou rosados gquando maduras, e péuco maiores
que o L. peruvianum (Figura 45-46).

A anflise isoenzimidtica para a fosfatase acida(APS-1)
revelou a ocorréncia de trés tipos diferentes de fendtipos cor
respondentes aos gendtipos 1/1, +/1 e +/+ nas introdugoes do
tomate selvagem Lycopersicon peruvianum estudados (cf. Figura
40), enquanto o cultivar de tomate comercial L. esculentum var.
Gigaqte e Angela mostrou possuir o alelo + para APS-1l, para a

mesma isoenzima.

‘0 hibrido interespecifico F;-17 apresentou o gend
tipo +/1 para APS-1, sendo, entdo, derivado do cruzamento L.
peruvianum 371 ou 453 x L. escufentum Angela.

Ocorreu segregacao alélica para o locus APS-1 nas
geragdes F, e F,, apesar do reduzido nilimero de individucs tes
tados em eletroforese (Figura 47). '

Da mesma forma, comprovou-se a ocorréncia de segre
gagdo para o locus APS-1 na geragao F, do hibrido interespeci

fico F4 131 (Figura 48).
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Tabela 25. Diferentes plantas F3, recuperadas a partir da cﬁl

tura de embrices.

Planta

Identi Estadio de Semen Colora- N9 semen
tifiﬂ nmie fruto max. tes cao de tes po;
g&o_ encontrado fruto fruto

F303 F235/C50 VIII média amarelo‘ +

F304 F235/C50 X média verde +

F305 F270/C50 XI grande amarelo +

F308 F284/CSO, ViI média verde +

F,10 F2107/C273 VI media verde -

F3ll* F2107/C273 X média verde +++

F312 F2107/0273 IX grande amarelo +++

F,13 F,107/Cyq4 X média verde~roxo +++

F,14 F,107/Cy04 VII média roxo -

F316 F2107/C273 IX média roxo ++4

F,17  F,1l43/Cy X média . verde +

F,18 F,143/cg, XI media verde +++

F321 F202/C50 IX média verdev i+

F,22 F,02/Cg, XI média verde ++

F,23 F202/C50 IX média verde -

Fy24 F,35/Cg, II média verde -

F329 F2104/C273 VIII media verde +++

F,30 F,104/C, 4 VII média verde ++

F334 F2104/C273 CIX media verde -

F435 F,104/C,54 \Y média verde -

F336 F2104/C273 VIII média verde -

* planta auto compativel
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Figura 43-44, Variacdo morfoldgica de folha, vigor, etc, de
plantas da geragao F, do cruzamento interespe-

cifico L. esculentum x L. peruvianum.

Figura 45-46. Variag8o em tamanho e coloragdo de frutos pro
venientes'de plantas da geragao F, do cruza
mento interespvecifico L. escufentum x L. peru

vianum. ' .
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ura 47. Padrcdes de iscenzima fosfatase acida (APS)

134.

em

trés Ja =sné@cia L. peruvdianum (LA 371, LA 462 e LA 444) na

variedade comercial Angela Gigante de L. escufentum no hi
geragoes

brido interespecifico F1-17 e em individuos das

Fy e F3 dele derivados.

UNA IDENTIFICACAO DA PLANTA

La 371
LA 462
- LA 444
cv. Angela Gigante
Fl 17
F2 235
F2 224
F2 107
233
231
FZ 214
F3 11
15
F, 12

GENOTIPO

+/+

1/1
+/1
+/+
+/+
+/1

?

1/1
+/1
1/1
ou+
+/+
+/1
+/1
1/1
1/1
+/1

/1

Figura 48. PadrGes de APS mostrando a segregagdo de APS-1 em
plantas pertencentes & espécie L, peruvianum, L.esculentum

e os hibridos interespecificos regenerados de um mesmo

lo além da geragdo F, deles derivados.

COLURA PLANTA
1 a 371
LA 462

3 LA 444
4 cv.Ang.
5 F1 131
6 Fi 133
7 Fo 204
8 Fo 205
9 F> 206
10 F2 207
11 Fo 200
12 Fz 201
13 Fp 202

ca’

GENOTIPO

1/1
+/1
+/+
+/+
+/1
+/1
1/1
+/+
1/1
+/1
+/1
+/1
+/1
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5.3. Teste de resisténcia dos hibridos F, e das gera
goes segregantes F, e Fy ao virus causador do

"vira-cabecga".

Testes de inoculagdo mecanica, realizados em casa de
vegetacdo, mostraram que todos os cultivares comerciais em es
tudo (Kada, Angela, Santa Clara, Imperador, Roxinho e O0lho Ro
x0) sao altamente suscetiveis ao virus do "vira-cabega". A in
trodugao LA 444/1 de L. peruvdianum revelou-se altamente resis
" tente & doenga, mesmo apds ter sido sucessivamente reinoculada
com diversas estirpes do virus (mantidas em folhas de fumo ou
de tomate), apresentando apenas pequenas lesdes locais, com au
séncia-de. sintomas sistémicos, apds 20-25 dias de inoculagao.
Reacao idéntica foi observada no thridoIFl interegpecifico L.

esculentum x L. peruvianum).

Das 42 plantas F, avaliadas, 35 se mostraram resis
tentes e sete suscetiveis enquanto das 382 plantas F, avalia
das, 339 se revelaram resistentes e apenas 43 suscetiveis. (Ta
bela 26).

5.4. Teste de resisténcia do hibrido interespecifico
-(CN=01) e populagoes segregantes a traga do to
mate (Serobipalpula absoluta) )

0Os materiais resistentes (PI 134 417, PI 134 418 -L.
hinsutum e NAV -29/115 - L. peruvianum) sifreram danos foliares
variando entre 5% e 15% da &rea foliar total. As variedades sus
cetiveis (Rio Grande, Kada e Santa Clara) sofreram danos to-
tais, ou seja, 100% de Area foliar consumida pelo inseto. As
plantas F2 tiveram danos intermediarios, variando entre 40 e
50%. A maioria das plantas F3 tiveram danos entre 30 e 70%,sen
do gue apenas planta teve dano de 5% e outras 5, de 10 a 15%
(LOURENCAO et allii, 1985) (Tabela 27). Estas 6 plantas,portan
to, foram selecionadas como resistentes. Foram, posteriormente,
podadas, pulverizadas contra Acaros e insetos para obtengao do

maior nimero de frutos para sementes,
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Tabela 26. Avaliacao de cultivares comerciais de tomate (L.esculentum) e de
hibridos interespecificos (L.esculentum x L. peruvianum) quanto & tolerancia
ao virus do "vira-cabega", utilizando-se inoculagOes mecanica, em casa de ve
getacao.

Cultivar/Hibrido N¢ de plantas NQ de Plantas N@ de pnatas
avaliadas resistentes suscetiveis

Kada* {L.escuf.) 20 0 20
fingela * {L.escul.) 22 0 22
Santa Clara* {L.escul.) 19 0 19
Imperador* (L.escul.) 21 0 21
Raminho* (L.escuk. ) 18 0 18
Olho Roxo* (L.escul.) 23 0 23

Ia 441/1 {(L.peruvianum) 20 20

F, (L. peruvianum) : 4 4

F, (L. peruvianum) 42 35 . 43
Fy (L. peruvianum) 382 339 43

Cbs

*Cultivar em distribulgao camercial.

Tabela 27. Avaliagao de cultivares camerciais L.esculentum), espécies selva
gens (L.esculentum e L.peruvianum} e das geragoes segregantes F, e F, de cru
‘zamentos . interespecificos L.peruvianum x- L. pimpinellifolium x. L,ucu.aentwn T

B " quanto & tolerancia 3 traga (Scrobipalpula absoluta) em casa de vegetago.

Populagao/ oric NQ de plantas % area foliar comida Plantas in .
Gendtipo gem avaliadas por Scrwobipalpula ab dividuais
. ' o s0futa (intervalor}  seleciona=-
Rio Grande* L.eé_cu,temtwn 12 , 100% -
Kada* L.esculentum 12 100% -
Santa Clara* |.esculentum 12 100% -
PI 134417 L.hirnsutum - 24 5-15% -
PI 134418 L.hinsutum 24 5-15% -
NAV 29/115 L. peruvianum 48 5-15% -

(Nav 29/115X L.peruvianum x
F, NAV 1062 X L.pimpenelldifolium

RIO FUERD) L.esculefum 15 40~50% -
NAV 239/115X L.peruvianum
Fy NAV 1062 X L. pimpenellfifolium 1 planta 5%
RIO FUEGO) L.esculentum 96 5~70% 5 plantas-
10 a 15%

Cbs: *Cultivar em distribuigao camercial.
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»

A heranca genética da resisténcia ao virus do "vira-cabeca" tem si-
do estudada por diversos pesguisadores, com resultados confiitantes. De-
vido ao elevado nﬁﬁero de estirpes existentes do virus e suas interacdes
no hospedeiro, com consequentes efeitos mascaradores e sinergismos, tor-
na-se dificil estabelecer o numero de genes envolvidos.

A hipotese mais provavel € de gue a resisténcia as diversas estir-
pes do virus seja condicionada pela presenca de dois genes dominantes e
trés genes recessivos (FINLAY, 1952). '

Em nosso caso, quando utilizada a especie L.peruvianum nos cruza-
mentos interespecificos, alem do emprego da espécie L.pimpinellifolium
como ponte, Os résultados tambéem séé incbnclusivos quanto ao numero de
genes gue condicionam a resisténcia ao virus do “vira—cabéca".

Entretanto, 0s resultados obtidos sugerem que existem diversas res-
tricSes A recombinacgdo, em hibridos interespecificos, causadas por eli-
minagdo gamética e zigdtica, pleiotropia e ligacédo génica, conforme tam—
bém verificado por ANDERSON, 1939. 4

A resisténcia ao virﬁs do "vira-cabeca" pode também ser condiciona—
da por um grupo de genes fortemente ligados; aparentenmente asso#iados a-
uma maior fertilidade ou maior ccmpatibilidade nos cruzamentos. Os geno—
tipos que portarem esse bloco de genes ou pedago de cromossomo, origina—
rio da espécie L.peruvianum, devem apresentar uma maior sobrevivencia
dos embrides, caracterizando-se assim uma fertilizacao preferencial. Res
ta saber se esse efeito 'pbexotrépico dificultara a récuperagéo das ca-
racteristicas agrondmicas desejaveis do tomate comercial, mantendo~se ©

carater de resisténcia ao virus.



VI. CONCLUSOES

Confirmou-se que nos cruzamentos entre L.esculentum
e L. pernuvianum, a primeira espécie deve ser utilizada como pa
rental feminino. No cruzamento inverso, nao hi formagao ' de

frutos.

Sementes provenientes do cruzamento interespecifico
entre L. esculentum e L. peruvianum cessam 0 crescimento entre
7 4 13 dias ap0s a polinizagao, sendo que o fruto continua cres
cendo atéﬁcersafde,so dias apds a poiihiééqgv; As sementes che

= 2 ~ . ; .
gam a ter um tamanho maximo de 1 mm e nao germinan ."in vivo".

Estudos histolOgicos de sementes hibridas  revelaram
que cerca de 20 dias apbs polinizagao come¢a a ocorrer a dege-
neragao do endosperma. Excepcionalmente, sementes de até 30

dias mostraram-ge viaveis em meio de cultura.

Em meio -de cultura basico de Murashige & Skoog(l1962),
as sementes imaturas de 15 a 20 dias de idade oxidaram-se em

poucos ‘dias, ndo observando-se qualguer crescimento.

Para manter as sementes hibridas viaveis por mais
tempo e para .induzir a formagao de calo em meio de cultura, ha
necessidade de remover a mucilagem das sementes imaturas. Ovmé-

todo foi o da raspagem das sementes em papel de filtro.

A adigéo de 2,5 g/1 de carvao ativado ao meio de cul
tura também contribuiu para manter a sementes vidvel por mais

tempo, além de favorecer o aparecimento de pequenos calos.

Ca os friaveis com organogénese foram obtidas enm

meio basico de Murashige & Skoog (1962) enriquecida com vitami
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_nas, glutamina, , hidrolizado de caseina, auxina, citocinina,
sacarose e com pH ajustado em 5,5. As melhores condigoes de
cultura no laboratdério foram incubacao durante sete dias no
escuro e posterior tiansferéncia para luz fluorescente e in -
candescente de 1.200 lux, com fotoperiodo de 12 horas e tem-

peratura de 25+ 39C.

A melhor fonte e combinacao de fitorregulares para
indugao de calo e organogéneée foi a de 2,5 uM IAA e de 1l0um
6-BA. Mesmo assim, a ocorréncia de calos Viéveis capazes de
morfogénese somatica, foi ainda bastante reduzida néste trata

mento.

Dentro de outras estratégias testadas para melho -
rar a formagdo de calos dos embrides imaturos, as que deramme

lhor resultado foram:

a) Mistura de 10% de polem de L.esculentum ao pd-

lem de L.peruvianum;

b) _utilizagao do hibrido entre'L.aéqﬁfeﬁtum e L.

pimpinelli plium como parental feminino no cruzamento com 1.

peruvianum LA 444,

Através da utilizacgdo de outras introducces de L.
peruvianum, mostrou-se que aparentemente hd um efeito gen&ti
co do material de L. peruvianum usado no cruzamento para o

processo de obter calos com capacidade de regeneracao.

Morfogénese somdtica de calos de varias subcultu-
ras e sem capacidade de organogenese no laboratdrio foi con-
seguido em condigoes da casa de vegetagao sombreada com tem-—

peraturas minimas variando de 12 a 199C e maxima de 26 a
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369C. Nestas condigoes, houve influéncia favoravel de 25 a
50 um de 6-BA na diferenciagao de gemas ou centros meristemi-

ticos globulares, nos calss hibridos.

Os brotos obtidos nos calos, apds serem destacadas,
apresentaram boa formagac de raizes em meio basico de Murashige

& Skoog (1962) sem adigao de fitorregulares.

De um total de 400 plantas regeneradas no meio de
cultura, fol possivel obter 62 plantas adultas em telado atra

vés de aclimatizagao gradativa.

Confirmou-se a natureza hibrida das plantas obtidas
por cultura de embriéd "in vitro", através de suas éaracteris—
ticas morfologicas tais como: pilosidade, odor, extrusao do
estigma, tamanho e coloragao do fruto e hibito de crescimento
das plantas, caracteristicas essas mais semelhantes ao L.
peruvianum,. )
A natureza hibrida das plantas foi também comprova
da pélos padrdes eletroforéticos para a enzima APS. Plantas
hibridas: apresentam, além das camadaSHeapedifiéas_dcéntipospg

rentais, uma outra camada com migragao intermedifria ( enzima

dimera).

Todas  as plantas F;, foram autoincompativeis.'obti‘
veram-se frutos com sementes viaveis, através de cruzamento en
tre plantas irmas, por polinizagao artificial e natural. Algu
mas plantas F2 e F3 foram autoqgmpativeis, uma caracteristi-
ca altamente desejavel pois pode facilitar o retrocruzamento.

Nos frutos das plantas Fl,F2 e F3 ocorre a seguin-

te segregagao para tamanho de semente:

a) grandes e maduras, semelhantes & L.esculentum;

L.peruviarmm

e

b} pequenas e maduras,semelhantes
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¢} pequenas e imaturas, sem desenvolvimento com
pleto  do embriéo, qué necessitam novamente serem cultivadas
"in vitro" para obtencao de plantas. Essas ltimas plantas re
generadas eram mais semelhantes arL.pehuuianum, enquanto as
‘demais mostraram caracteristicas intermedidrias entre as duas

espécies.

Testes paralelos mostraram que as plantas hibridas
F,: F, e F, segregam para resisténcia ao virus causadordo vi

ra~cabega e @ traga écrobipalpula absoluta.

Para recuperagio das caracteristicas agrondmicas de
sejaveis do.tomate comercial, ha necessidade de efetuar retro-
cruzamentos_das-plan;as hibridas com cultivares de L.esculentum.
Sementes,RCl, provenientes desse cruzamento sao do tipo peque-
no e 1maturo, gue nao germinam "in vivo" havendo de novo ne -

cessidade da cultura desses embrices imaturos.

0 sucesso obtido no presente trabalho mostra que a
cultura ‘de embrides se apresenta comoftécnica"adequada para rom
per-a'barreirafde incompatibilidade no cruzamento entre L.
esculentum e L. peruvianum, possibilitando assim, a transferd
cia de caracteristicas desejiveis desse tomateiro_selvagem pa

ra o tomateiro comercial.
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VII. RESUMO

A moléstia vira-cabega & considerada uma das viro-
ses de maior imporééncia na cultura do tomateiro .sendo que
ainda nao existem variedades comerciais (Lf esculentum) ada-
ptadas as nossas condigoes, com resisténcia satisfatdria a es

- moléstia. Algumas fontes promissoras de resisténcia foram
1 iificadas em introducdes de Lycopersicon penuﬁianum (LA
374, 162, 444 e PI 126928, 126930. 126944, 126946, 128657 e
129146) . No entanto a barreira pds-zigdtica existente  entre
essas duas espécies, que & devide ao .aborto rpecoce do  em-

briao, impede a introgressao de genes limitando assim a explo

ragdo dessa espécie no melhoramento do tofateiro.

A técnica da cultura "in vitro™ de embrido hibrido
imaturo, antes de ocorrer o aborto do mesmo, possibilita a ob
tengao:de plantas, através do fendmeno d&a organogénese somati
ca dos calos,_desenvolvidos a partir_das células embrionarias.
A anéilse histoldgica e o acompanhamento do desenvolvimento
de embrioes hlbrldos, com 15, 20 e 25 dias apds polinizacgdo,
nos auxiliou na determinagao da idade mais adequada paraa cul

tura "in vitro", que & aproximadamente entre 15 e 20 dias (es

tadio III),.

O meio de cultura basico empregado nos experimentos
foi solugao salina de Murashige e Skoog, 1962, vitaminas de
acordo com Sondahl (30 g/l) e Agar (7 g/l}) :para os ensaios
dos tipos parentais. Para a cultura dos embrides hibridos, o
meio foi enriquecido com 10 mg/l de glutamina e com 100 mg/l
de caseina hidrolisada. Os frascos mantidos em sala de cultu-

ra, no escuro, por trés dias e depois transferidos para sala
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de crescimento com fotoperiodo de 14 hs de luz (1.200 lux). A

temperatura foi sempre manﬁidé a 25+3°.

Foram realizados tratamentos envolvendo diferentes
concentrag¢des de fitorreéuladores (auxina x citocinina), adi-
'géo de extfatos complexos ao meio de cultura, alem de algumas

estratégias de polinizacao com a finalidade de se tentar dimi

nuir as barreiras de incompatibilidade.

O melhor tratamento com fitorreguladores para indu-
cao e crescimento de calos com posterior regeneracao de plan-—
tas hibridas foi 10 uyM de 6~BA e 2,5 pM de IAA. Entretanto,
nao houve influéncia dos extratos complexos ns indugdo e cres
cimento dos calos. Por outro lado, a utilizagao da espécie L.
pimpineﬂﬁi{ﬁi&um como- "ponte" entre o cruzaﬁeﬁ%b*&as duas es-
pécies utilizadas, promoveu o aparecimento de calo .e também
guando se utilizou 10% de pOlen da planta mae (L. esculentum)
misturado ao pdlen do L. penuuianumf

Foram regeneradas cercade quatrocentsplantas origind
rias de quatro calos. O enraizamento das mesmas foi realizado
utilizando-se © mesmo meio de cultura usado nos experimentos
para a cultura dos embrides, sem adigdo de fitorreguladores.
As plantas foram submetidas, posteriormente, a uma aclimata-
cao gradativa, com a finalidade de se diminuirem as perdas de
material na fase de plantio no campo. Mesmo assim, ocorreu
uma mortalidade de aproximadamente 85%.‘

A natureza hibrida das plantas regeneradas foi veri
ficada pelao exame de diversas caracteristicas morfoldgicas
(formato e coloragao de folha, tamanho e coloracdo de fruto,
comprimento de estilo-estigma, pilosidade da haste, etc). Adi

cionalmente, foram realizados analises de eletroforese {gel
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de amido), empregando-se duas isoenzimas (APS - fosfatase aci
da e PGI - fosfogluco-isomerase), para confirmaqéo final da

natureza hibrida das plantas Fq obtidas.

Finalmente, foi sintetizada uma populagao segregan-
rte através de cruzamentos em Sib entre as plaﬂtas F1 regenera
das. Esta populagao revelou elevada variabilidade para tole-
rancia ao virus do "vira-cabecga", além de variagdo acentuada

para diversas caracteristicas morfoldgicas.
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CULTURE OF IMMATURE EMBRYOS FOR OBTAINING INTERESPECIFIC HYBRIDS
IN TOMATO

VIII. ABSTRACT

Tomato spotted wilt is a major limiting factor of to
mato cultivation in Brazil, especially in certain times of the
year. Good resistance to this disease and also to insect pests
has been identified in Lycopessicon peruvianum. Mainly due to
early embryo abortion, it is impossible to obtain hybrids of
this species with L. escufentum by conventional methods. The
present research was to determine optimal conditions for "in vi
tro" embryoculture and to obtain hybrids between two resistant
L. peruvianum accessions with brazilian cultivars of L. esculen
tum.

Histological analysis of hybrid embryo development
showed that 25 days after pollination nearly all embryos had
aborted, therefore immature embrycs of 15-20 days 0ld were used
for "in vitro" culturing. The basic culture medium contained
‘salts and vitamins, as used by Murashige & Skoog (1962) and
Sbndahl & Sharp (1979), respectively, with addition of 500 uM
mioinositol} 30g/1 sucrose, 1l0Omg/l glutamine, 100mg/l casein
hydrolysate and 7g/1 agar. The pH was adjusted at 5.5. On this
medium no development of the immature seeds was observed, all of

them being oxidized after a few days.

Several combinations of auxin and cytokinin were
tested as well as addition of complex substrates to the basic
medium and certain pollination strategies in order to improve

success.

. The best treatment was the addition of 10 uM 6-Ba and
2.5 uMIAA, which gave rise to callus formation of about 20% of
the immature seeds. Four calli were obtained which showed normal
development and shoot formation. Rooting was induced on the sa-
me basic medium, without hormones. Rooted plantlets were gradua
lly adapted to nursery conditions and totally 62 were transplan
ted to the field.
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The hybrid nature of the regenerated plants was de
monstrated by their morphological characters, like color and
shape of leaves and fruits, stigma exerction and hairyness,amd
also by isozyme analysis for acid phosphatase and phosphoglu-
coisomerase . All F; plants showed self-incompatibility. A
few F, plants, obtained by sibcrossing F, plants, showed self
~compatibility.

The seed of F1

color. The small sized green colored seeds had to be cultured

plants showed variation in size and

again "in vitro" and were able to dewlopdirectly into plants.
The average and large sized brown colored seeds were sown di-
rectly into.seil. The larger seeds gave rise to plants with

more L. escufentum characteristics, whereas the plants from
smaller seeds showed greater L. peiuvianum resemblance.

Separate tests showed that the hybrid populations
segregate for.resistance to tomato spottet wilt, as well as
to Scrobipalpula absoluta, with presently is a serious pest
in Brazil. It is concluded that the above applied embryo cul
ture techhique can be an effective tool in overcoming the
c:pSsing—bariiers between k. esculentum and L. peruvianum,
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