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LISTA DE ABREVIATURAS

AJA ~ &cido 3-indolilacético

BAP -~ 6-benzilaminopurina

NAA - é4cido naftalenacético

PCNB - pentacloronitrobenzeno

MS - mejo basico de MURASHIGE & SKOOG (1962}
BC - retrocruzamento

Agl\lo3 - nitrato de prata

Ag2504 - sulfato de prata



1. INTRODUGAO

O tomate (Lycopersicon esculentum) é considerado uma espécie que
apresenta uma série de vantagens para estudos genéticos por possuir:
grande variabilidade genética natural, alta taxa de autopolinizagio,
facilidade de hibridizagBes controladas, falta de duplicagio génica na
arquitetura genética da planta (2n=24), ciclo de vida curte,. grande
guantidade de sementes por fruto e mapas cromossdmicos que situam-se
entre os melhores obtidos para as plantas superiores (Rick, 1978).

Além disso, devido & sua palatabilidade e versatilidade na
alimentagdo humana o tomate é uma das hortaligas mais difundidas em
todo o mundo. No Brasil ocupa o 2% lugar entre as culturas olericolas
por ordem de importéncia econdmica, sendo superado apenas pela batata
(Filgueira, 1982).

Atualmente uma das maiores necessidades da cultura é a obtengdo de
variedades resistentes a pragas e doengas, pois a tomaticultura é uma
das atividades agricolas que mais utiliza fungicidas e inseticidas em
pulverizagBes, devide a frequéncia e & gravidade dos ataques de fungos
patogénicos e insetos transmissores de viroses que ocasionam doencas.

A cultura de células_ e tecidos "in vitro" vem a ser mais um
instrumente auxiliar nos programas de melhoramento de plantas,
permitinde a obtengic de linhagens selecionadas a diversos fatores
causadores de estresse (Shepherd, 1986), haploéides (Him Him, 1987),
hibridos somAticos {Wijbrandi et al, 1988), variantes somaclonais

(Evans & Sharp, 1986; Illg, 1990) e transformacio genética (Fischhoff



et al, 1987; Gielen et al, 1991).

No entanto, para se chegar A aplicagio pratica da cultura de
tecidos & necessario as ceélulas apresentarem capacidade de regenerar
plantas em alto rendimento, contudo o tomate cultivado (Lycopersicon
esculenturn) tem baixo potencial crganogenético quando comparado com- os
genétipos selvagens(Delanghe & Bruijne, 1976).

Estudos da base pgenética da regeneragic mostram que a
diferenciagdio de plantas a partir da cultura de calos é uma
caracteristica altamente herdavel, a qual pode ser analisada por
técnicas de genética convencionais.

Programas de melhoramento voltados especialmente para a produgdo
de geno6tipos favoréveis para regeneracdo de plantas tem sido reportados
para varias espécies vegetais, sendo que a introgressiio do gene que
confere esta caracteristica para linhagens cultivadas de tomate tem
demonstrado resultados promissores (Koornneef et al, 1987).

Os objetivos do presente trabalho s2o:

- Avaliar a capacidade de regeneragio de plantas em alguns
genttipos de tomate(Lycopersicon esculentum) comerciais nacionais de
uso mais difundido.

— Avaliar a capacidade de regeneragidoc de plantas em algumas

espécies selvagens (L. pimpinellifolium, L. hirsutum e L. esculentum
var. cerasiforme), as quais nao apresentam  problemas de
incompatibilidade embrido/endcsperma c¢om a espécie cultivada L.

esculentum .

- Avaliar a capacidade de regeneracio em hibridos

inter-especificos e seus retrocruzamentos

- Estudar a base genética da regeneracido de plantas "in vitro",



estabelecendo um meodele para heranga desta caracteristica .

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfogénese de tomate "in vitro"

A regeneragdo de plantas a partir da cultura de calos de tomate
foi descrita pela primeira vez por Norton & Boll(1954). No entanto
essa espécie € considerada em muitos laboratérios como recalcitrante
para a diferenciagio de plantas quando comparada com outras espécies
de Solanaceas como por exemplo Nicotiana tabacum (Herman & Hass, 1978).

A regeneragdc de plantas a partir de calos de tomate geralmente
ocorre via organogénese(Greer & Tabaeizadeh, 1991), no entanto Zapata &
Sink (1981) reportaram a ocorréncia de embriogénese somética a partir
de protoplastos derivados de calos de L. peruvianum .

Embora evidéncias conclusivas estejam faltando, a embriogénese
somética ¢ usualmente postulada como iniciagdo de uma dnica célula,
enguanto a organogénese de acordo com os estudos histolégicos de

calos de tomate descritos por Monacelli et al (1988) deve envolver um

grupo de células iniciais.
As maiores dificuldades encontradas em cultura de tecidos de
tomate, de acordo com Kut et al (1984) s8o: controle da regeneragdo de

plantas de cultura de células, estabelecimento da cultura de células em
suspensdo com nuUmero cromossdmico estavel, recupera¢do de plantas a
partir de protoplastos isolados e obtengdo de plantas hapléides por
meio da cultura de anteras.

A regeneracio de plantas em cultura de tecidos e células é

determinada por muitos fatcres como o tipo de explante, genétipo da



planta, composi¢@io do meio de cultura e condig®es de cultura( Handro &
Floh, 1990).

0 meio basico frequentemente wusado para indugfio de calos e
regeneragio de plantas de tomate é o MS - - Murashige & Skoog (1962).
Alternativamente muitos estudos tem sido reportados com o intuito de
identificar o tipo de  explante e a concentragdoc ideal de
fitorreguladores para a indugdo de calos e regeneragio de plantas.

A estrutura quimica da auxina exerce também um papel importante
no processo organogenético(Branca et al, 1990}, Esses autores
concluiram pelo estudo comparativo de duas auxinas sintéticas,
benzisoxazole (BOA) e benzisothiazole ({(BIA), que a primeira foi
particularmente eficiente na formag8o de brotos, enquanto a segunda
foi mais eficiente na indugio de elongamentc celular.

De acorde com Garcia-Reina & Luque ({1988), o aumento da
concentragdo de 6-benziladenina (BAP)de 2mg para 5 mg/l propiciou um
aumento na diferenciacioc de plantas, reforgando o conceito descrito
previamente que BAP é um fitorregulador eficiente para a diferenciagéo
de plantas a partir da cultura de calos em Lycopersicon (Behki &
Lesley, 1980; Frankenberger et al, 1981a).

Por outro lado Behki & Lesley ( 1976) constataram que zeatina em
combinagfio com NAA resultou na indugio de um maior nimero de calos
organogenéticos do que quando utilizado BAP.

A especificidade para auxinas e citocininas pode ser explicada
pelos diferentes niveis de degradagd3o dessa substincias no tecido e no
meio de cultura, ou por diferente aptidio das células para utilizagdo e

adaptagio a esses fitorreguladores (Ohki et al, 1978).



E evidente que o balango auxina e citocinina exercem um papel
fundamental na diferenciacio de plantas(Lazzeri et al, 1987), no
entanto outros elementos basicos do meio como nitrato de aménio(Behki %
Lesley, 1980), boro (Seresinhe & Oertli, 1991) e sacarose(Derks et al,
1990) s3o necessarios em determinadas concentrages para a indugdo de
alta frequéncia de calos morfogenéticos de tomate.

Em cultura de células de batata foi analisada a estabilidade e a
utilizagio de componentes do meio de cultura, sendo constatado que
&cido nicotinico e piridoxina foram completamente removidos do meio em
4 dias e toda a concentragdo de tiamina foi utilizada em 6 dias de
cultura(Hagen et al, 1991).

O tipo e o estagio de desenvolvimentq do tecido utilizado como
fonte de explante alteram também a expressfo de morfogénese de um
determinado genétipo (Ohki et al, 1978; Frankenberger et al, 198la;
Matos & Cordeiro, 1988). Os explantes usualmente usados nos
experimentos de cultura de tecidos de tomate com resultados favoraveis
para a regeneragio de plantas s8o disco foliar (Padmanabhan, 1974;
Kartha et al, 1976; Pence & Caruso, 1984} e hipocétilos de plantas
germinadas "in vitro"(Zelcér‘ at al, 1984; Bulk et al, 1990).

A fonte de explante além de influenciar na resposta morfogenética,
pode alterar a frequéncia de variantes somaclonais(Bulk et al, 1990)
Esses autores verificaram que houve uma correlagio entre a porcentagem
de células polipléides presentes no explante e na frequéncia de
plantas regeneradas com alteragdo no nimero cromossémico, constatando
que mais de S50% dos regenerantes derivados de  explantes

de hipocétilos eram polipldides.



Diferengas genotipicas para habilidade de formagdo de calos e
regeneragdo de plantas tem sido reportadas com frequéncia em
tomate{Torres & Romano,l987; Illg & Siqueira, 1984; Zelcer et al, 1984)
e para muitas outras espécies vegetais como miltho{(Tomes & Smith, 1985;
Prioli & Silva, 1989), arroz(Abe & Futsuhara, 1986), trevo{Bhojwani et
al, 1984)e batata doce(Templeton-Somers & Collins, 1986).

De acordo com os resultados descritos por Koornneef et al (1987),
foi concluido que as condigBes de cultura para expressio da
regeneragie de  genétipos cultivados do tomate comestivel (L.
esculentum) sdo muito especificas, enquanto as exigénecias das células
da espécie selavagem (L. peruvianum) s@o menores.

0 tomate(L. esculentum) é considerado uma espécie particularmente
sensivel a variagbes tanto nos componentes do meio de cultura como
ambientais para diferenciagdo de plantas "in vitro", havendo portanto
dificuldade na repetibilidade de resuitados descritos na
literatura(Bellini et al, 1990). Para c¢itar um exemplo dessa
sensibilidade, Frankenberger et al (198la) constataram que a capacidade
de regeneragio de plantas de um determinado genétipo foi geralmente
maior em explantes de sementes crescidos "in vitré" do que em explantes
de plantas crescidas em casa de vegetagdo.

Em algumas es;m)écies vegetais como Nicotiana tabacum (Handro &

Floh, 1990) e Kalanchoe  blossfeldiana(Born, 1987) a neoformagido de

gemas vegetativas em calos pode ocorrer em baixas intensidades
luminosas ou mesmo no escuro, no entanto Behki e Lesley {1980),
demonstraram que calos de tomate induzidos no escuro ndo resultaram

diferenciagio de plantas em nenhum dos meios de cultura analisados.



Esses autores concluiram que a indugdc e a manutengBo dos calos na
presenga de luz parece ser necessaria para a subsequente resposta
morfogenética.

A baixa frequéncia de regenerac;ép apresentada por algumas espécies
pode estar associada com a produgio de etileno pelas células ou
tecidos. Em cultura de calos de Brassica campestris ssp foi observado
que a adigdo de inibidores de etileno no meio de cultura (AgNOa—
AgZSO4)propiciara1n uma alta frequéncia de diferenciag®o de plantas (Chi
& Pua, 1989).

E muito frequente apés alguns meses de cultura, os calos
apresentarem-se com coloragio escura. De acordo com Cappadocia & Ramulu
(1980), a senescéncia de calos de tomate pode ser revertida com o
correto ajustamento da composigio do meio de cultura. Esses autores
verificaram que meio de cultura contendo &gua de céco{207% v/v), BAP
(0,05mg/1} e na auséncia de auxina, foi capaz de restaurar a capacidade
de regeneracéo de plantas de calos de longa duracio.

Finalmente pode concluir-se que a indugdo de calos
organogenéticos em alta frequéncia é resultado da interagfo de varios
fatores como: meio de cultura, genétipo, tipo de explante, idade
ontolégica do tecido e das condigdes ambientais(pH, temperatura,

umidade, luz, etcl.

2.2 Anilise genética da regeneracio de plantas em tomate
A diferenciagio de plantas a partir da cultura de calos de tomate
tem sido reportada como uma caracteristica dominante e que pode ser

analisada pelos métodos cléssicos de genética (Tabela 1I).



Tabela 1. Alguns relatos sbbre o controle genético da regeneragéo

de plantas em tomate

Referéncias Tipo de Dominéncia/ Efeito Cito- Heterose
heranga Recessividade  plasmatico
(1) - - Sim Sim
(2) Qualitativa Dominéncia e Né&o Nio
recessividade

(3) - Dominancia - -
(4) - " - -
(3) - " - -
(6) - " Sim Nio
(7 Qualitativa " Nao N&o

(8) - " - -

* Referéncias: (1) Ohki et al, 1978; (2) Frankenberger et al, 198lb;
{(3)Kut & Evans, 1982; (4) Adams & Quiros,
1985;(5) Koornneef et al, 1986; (6) Tan et al,

1987; (7) Koornneef et al, 1987; (8) Wijbrandi et
al 1988.



De acorde com a anilise dialélica para a regeneragio de plantas de
genoétipos selecionados de tomate descritas por Frankenberger et al
(1981b)}, foi demonstrado que houve uma alta herdabilidade para
regeneragdo de plantas (h’= 0,98), sugerindo portantoc um modelo de
heranga  qualitativa para esta caracteristica. Uma faixa da
variabilidade na capacidade de diferenciagio de plantas atribuiu-se 2
acldo de genes aditivos, enquanto que a alta capacidade de regeneragio
pode estar associada com a presenga de genes dominantes ou recessivos,

Uma alta herdabilidade para regeneracio de plantas (h2= 0,87)
também foi encontrada em uma populagdo derivada de hibridos de L.
esculentum (sem capacidade para regenerar plantas) e L. peruvianum
(com alta capacidade para regeneragio de plantas). Fol sugerido que
provavelmente dois genes dominantes controlam a diferenciagdc de
plantas a partir da cultura de calos estabelecidos de tomate, sendo que
o crescimento dos calos e a regeneragio de plantas ndo apresentaram
correlagdo nas populagdes estudadas(Koornneef et al, A198’7).

O fato de L. peruvianum apresentar melhor resposta de regeneracio
quando comparado com L. esculentum havia side descrito previamente
tanto para cuitura de calos (Morgan & Cocking, 1982; Locky, 1983} como
para protoplastos (Zapata et al, 1977; Muhlbach,1980; Thomas & Pratt,
1981).

Koornneef et al (1986), obtiveram um genétipo superior para
diferenciagdo de plantas "in vitro" a partir do cruzamento de L.
peruvianum com L. esculentum. O genétipo denominade MsK93, apresentou
6timos resultadeos de regeneragdo nos experimentos de transformacio de

disco foliar mediada por Agrobacterium tumefaciens , como também na
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transferéncia direta de genes para protoplastos derivados de calos.
Apesar desses resultados satisfatérios fol verificado que o aborto de
embrides continuou a ocorrer nos sucessives retrocruzamentos com as
variedades comerciais, dificultado deste modo a recuperagdo das
caracteristicas agrondémicas do fruto.

Mais recentemente, a transferéncia da caracteristica regeneragio
de plantas de espécies selvagens para o tomate cultivado foi sugerida
por Wijbrandi et al (1988}, através da fusdo de protoplastos de L.
peruvianum e [, esculentum. Os hibridos somaticos foram identificados
pelo padr&o isoenzimético para fosfatase acida, locus Aps-l, localizada
no cromossomo 6. O parental L. peruvianum é heterozigoto para este
gene, enquanto L. esculentum é homozigoto para diferentes alelos, o que
resulta em uma Unica banda. O pf‘oduto da fusfio destas duas

espécies apresenta as bandas parentais e algumas bandas adicionais.
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2.3 Analise genética da regeneracio de plantas em outras espécies
A andlise genética da regeneragdo tem sido abordada como tema de
estudo para outras culturas de importancia econémica como alfafa,

milho e trigo, por exemplo (Tabela 2) .

Tabela 2. Alguns relatos sbbre o controle  genético da

regeneracio de plantas em outras espécies

*
Referéncias Cultura Tipo Dominancia/ Efeito Cito- Hete-
Heranga  Recessividade plasméatico rose
(1) Alfafa Qualitativa  Dominancia - -

{Medicago satlva}

(2) " E " Sim -

(3) " - " - -

(4) Miiho - - Sim Sim
(Zea mays)

(5) " - Dominancia - -

(6) " Qualitativa Dominancia, Nio -

Recessividade

(7 " " Dominancia Sim Sim

(8) Trigo - - n -
(Triticum aestivum)

(9) " Poligénica - - -

(10} " Qualitativa - - —

(11) " - Dominancia - -

(12} " - " Sim -

* Referéncias: (1)Reish & Bingham, 1980; (2)Wan et al, 1988;
{3)SeitzKris & Bingham, 1988; {(4) Tomes& Smith,
1985; (5)Hodges et al, 1986; (6) Prioli, 1987,
(7) Novak et al, 19838, (8) Lazar et al, 1984,
(9)Galiba et al, 1986; (l10)Higgins & Mathias,
1987;(11)Kaleikau et al, 1989;(12)0u et al, 1989.
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Em alfafa diploide, Reish & Bingham(1980) concluiram que a
diferenciagio de plantas a partir de calos foi controlada por dois
genes dominantes que foram denominados Rnl e Rn2, sendo que a
eficiéncia na capacidade de regenerar plantas foi dependente do nGmero
de alelos dominantes para esses dois"loci" génicos. Wan et al (1988)
estudaram a capacidade de regeneragic de alfafa tetrapléide
constatando também que a dosagem do gene influenciou a eficiéncia de
regeneragao.

0 efeito do genétipo parental na iniciagdo de calos embriogénicos
de germoplasma elite de milho foi demonstrado por Tomes & Smith (1985).
Resultados apresentados posteriormente por Prioli (1987) mostraram que
existe um controle genético para indugdo de calos embriogénicos em
milho. Essa autora concluiu que a caracteristica apresenta heranga
bastante simples, aparentemente condicionada por dois locos
independentes com interagdo e por mais um terceiro loco que estaria
envolvido em wum processo de inibigho da express@io dos genes que
condicionam a embriogénese somAatica.

A possibilidade da agdo de genes citoplasméticos em adig8o a genes
nucleares foi observada em alfafa(Wan et al, 1988), milho(Tomes & Smith,
1985; Novak et al, 1988) e trigo{Lazar et al, 1984; Ou et al, 1989).

Apesar da maioria dos estudos da genética da regeneragdo indicarem
uma heranca qualitativa para esta caracteristica (Tabelas 1 e 2), Galiba
et al (1986) demonstraram que a regeneragdc de plantas em trigo pede
envolver um sistema poligénico. De acordo com esses autores , genes

controlandc a capacidade para regeneragdo de plantas estdo primariamente
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localizados nos cromossomos 7B, 7D e 1D, embora a possibilidade do
efeito de outros cromossomos ndo pudesse ser excluida.

A transferéncia de genes de regeneragio para germoplasmas elite via
cruzamentos tem sido sugerida em alfafa (Bingham et al, 1975; Wan et al,
1988), milho (Prioli, 1987; Novak et al, 1988), trigo (Bullock et al,
1982; Lazar et al, 1984) e trevo (Bhojwani et al, 1984).

Em alfafa, Bingham et al (1975) demonstraram que cultivares que
apresentavam uma frequéncia de aproximadamente 1072 de regeneragdo de
plantas aumentaram para 677 em apenas 2 ciclos de selegio recorrente.

De acordo com Wan et al (1988), a realizagio de estudos
complementares ocobjetivando a identificag8o de genes marcadores ligados &
regeneragio de plantas sfo de fundamental importé&ncia para auxiliar nos
programas de selegiio e melhoramento para esta caracteristica favoréavel

nos trabalhos de cultura de tecidos.

2.4. Relacles de compatibilidade entre algumas espécies do tomate
Segundo Warnock {1988), baseado na classificagio de Muller, o
género Lycopersicon possui dois subgéneros:
- Eulycopersicon: correspondente As espécies L. esculentum(tomate

cultivado) e L. pimpinellifolium , ambos os frutos avermelhados quando

maduros.

- Eriopersicon: compreendendo as espécies L. chilense, L.

peruvianum, L. hirsutum, L. glandulosum, L. persissi e L. cheesemanii,

de frutos verdes e arroxeados quando maduros.

N&o existem barreiras nos cruzamentos entre L. pimpinellifolium e

L. esculentum, facilitando deste medo a introgressio de genes entre
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essas duas espécies(Rick, 1978). Por outro lade, de acordo com os
estudos de Hogenboom (1972a, b, c, d, e)* as espécies L. peruvianum e L.
chilense apresentam sistemas de incompatibilidade nos cruzamentos

interespecificos com o tomate cultivado L. esculentum. (Tabela 3].

Tabela 3. Relagfes de compatibilidade no género Lycopersicon

{Hogenboom, 1972)

nellifolium tum sutum lense vianum

\O% L. escu- L. pimpi- L. minu. L. hir- L. chi- L. peru_
Q Jentum
|

[
3
03]
e}
+
+

+

€sC. + AE AE
L. pim. + + + + AE AE
L. min. +,IU,AE +,IU + AE AE AE
L. hir. +,1U +,IU +1IU +,ALIU ? AE
L. chi. U U 1U ? Al AE
L. peruv. U IU 10 jL0) AE Al

Legenda: + = sem barreira séria; Al = auto-incompatibilidade
IU = incompatibilidade unilateral; AE =aborto do embrifo;
? = sem resultados conhecidos
0 tomate (L. esculentum) é um exemplo tipico de planta cultivada
que foi beneficiada com a introgressio experimental de germoplasma de
espécies selvagens, apesar das dificuldades nos cruzamentos entre
algumas espécies desse género. (Rick & Yoder, 1988).

As espécies L. peruvianum e L. chilense que mostram uma forma muito
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drastica de incompatibilidade com o tomate cultivadp{L_. esculentum), ha
neccessidade de fazer o resgate de embrifes imaturos para obtengio de
plantulas hibridas (Kinsara et al, 1986; Fonseca, 1987).

De acordo com a revisdo de literatura apresentada por Rick (1982)
com respeito ao potencial de germoplasma exético no melhoramento do
tomateiro sfdc citadas algumas provaveis fontes de resisténcia e
caracteristicas desejaveis presentes nessas espécies:

- L. hirsutum: resisténcia a insetos e a baixas temperaturas;

- L. pimpipetiifolium: resisténcia a murcha de Stemphilivm
solani, murcha de fusarium raga 1, altas temperaturas e a
caracteristica pigmentagio;

- L. cheesmanii: resisténcia a salinidade;

- L. peruvianum: resisténcia a nematéides, virus do vira-cabega e

fungo Verticilium;

L. esculentum cerasiforme: resisténcia 3 seca;

L. chmielewskii: alta concentragdo de sélidos soltveis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Germoplasma
Os genétipos selvagens e cultivados do género Lycopersicon
analisados quantoc a capacidade de regeneracio de plantas "in vitro"

estio descritos na Tabela 4 .

TABELA 4 . Genottipos selvagens e cultivados de tomate (L.
esculentum) avaliados quanto a capacidade de

regeneragdo de plantas "in vitro"

Genétipo Espécie Coloracéo Porte Procedéncia
Fruto
LA444/1 L. peruvianum verde Indeterminado IAC"
CNPH-402 " " " CNPH
Pl126449 L. hirsutum " " IAC
P1365904 " " " "
WV-700 L. pimpinellifolium vermelho " "
WV-106 " " " "
CNPH-382 " " " CNPH
CNPH-80 L, esc. Var.cerasiforme " " .
Red Cherry " " " IAC
Chiguara " " " "
Santa Clara L. esculentum " " "
Angela " " " "
Santa Rita " " " "o
VFN-8 " N Determinado "
Petomech " " " "
Rio Grande " " " "
CS8064 " " " "

* Provavel ancestral do tomate comercial L. esculentum (Rick, 1978)
*%¥ Secdo de Genética do Instituto Agrondomico de Campinas
**¥ Centro Nacional de Pesquisa em Hortaligas - EMBRAPA
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3.2 Multiplicacdc de sementes de tomate em campo e em casa de
vegetacéo

Tendo em vista a necessidade da multiplicagic de sementes dos
genétipos selvagens e comerciais(Tabela 4}, procedeu-se ao plantio das
sementes em condigdes de campo e estufa na Area Experimental do
Laboratério de Cultura de Tecidos e Células Vegetais do Departamento de
Genética da Universidade Estadual de Campinas, no periodo de Fevereiro
de 1989 a Margo de 1990,

A produgdo de mudas foi realizada com a semeadura de 5 sementes
por copo plastico com 10 cm de altura (capacidade 500g), totalizando 6
copos para cada gendtipo. Apdés a germinagfo fol realizado um desbaste
deixando-se apenas duas plantas por copo plastico .

O transplante das mudas para o campo, o espagamento, as adubacdes
e as pulverizagbes com fungicidas e inseticidas foram realizadas de
acordo com as recomendagbes técnicas para a cultura {Nagai, 1987).

As espécies selvagens que apresentam problemas de
auto-incompatibilidade (L. peruvianum, L. chilense e L. hirsutum) de
acordo com os estudos r.ealizados por Hogenboom({ 1972a, b, ¢, d ,e),
foram pelinizadas manualmente através da transferéncia de p6lem de uma
planta para outra,

A colheita dos frutos foi feita quando estes apresentaram-se
maduros. Procedeu-se a fermentagio das sementes por um perfodo de 72
horas em vasilhame plastico a uma temperatura média de 21°C, com a
finalidade de facilitar a separagio das sementes das outras partes do
fruto. . Esse tratamento de acordo com Silva & Casali (1980), também

constitui um eficiente método para o controle do cancro bacteriano.
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Com a utilizaglo de uma peneira e com auxilio de Agua foi feita a
separagio das sementes da polpa dos frutos., As sementes foram colocadas
sobre papel de filtro para secagem, sendo posteriormente tratadas com

fungicida (PCNB)e armazenadas em embalagem permeavel em geladeira.
3.3 Inducio de calos e regeneragioc de plantas de tomate

3.3.1 Estabelecimento do protocolo para indu¢do de calos e
regeneragio de plantas

A definicdo do explante, meio de cultura e a concentragiio de

fitorreguladores para as fases de indugiio de calos e regeneragio de

plantas foram estabelecidas de acordo com a metodologia revista e

conforme os resultados de experimentos realizados previamente.

3.3.2 Obtengdo de explantes

Os explantes utilizades em todos os experimentos foram segmentos
de hipocotilos com Smm de comprimento, de sementes germinadas "in
vitro", Jja que na literatura existem varios trabalhos mostrando que
esse tecido & favoravel para indugdo de calos e regeneragio de plantas
de tomate (Gunay & Rao, 1980; Zelcer et al, 1984; Torres & Romano,
1987; Bulk et al, 1990).

A assepsia das sementes para obtencio dos explantes de hipocétilos
foi .feita através de esterilizagfo superficial com solugic aquosa de
hipoclorito de s6dio comercial com 2,5% de clofo ative (Qboa) a

33% v/v, sob agitagfo por um periodo de 20 minutos. Em seguida foram
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realizadas diversas lavagens em 4gua autoclavada na cAmara de fluxo
laminar e 15 sementes foram dispostas em cada placa de petri contendo
20 ml de meio de germinag80. As placas de petri foram vedadas com filme
PVC e levadas para clmara de cultura na presenga de luz,

. -2 -
aproximadamente 50 uEm s!

, fotoperfodo de 16 horas luz e
temperatura de 26 * 2°C, Estas condicdes de luz e temperatura séo

mantidas para todos os préximos experimentos.

3.3.3 Meios de cultura

3.3.3.1 Meio para germinacio de sementes(MS-G)

Para o meio de cultura foram utilizados os sais de Murashige &
Skoog(1962), com a metade da concentragio dos macronutrientes e
auséncia de sacarose e mio-inositol. O pH foi ajustado para 5.6 antes
da adicio do agar(7g/]) com gotas de KOH{0.5M) ou HCYIN). O meio foi
autoclavado a 120°C, 1 atm por 20 minutos e em seguida 20 mi foram
distribuidos por placa de petri em clmara de fluxo laminar. 0 ajuste do
pH e a distribuigio do meio de cultura em placas de petri sio mantidos

em todos os experimentos.

3.3.3.2 Meio para inducdo de calos{MS-I)

Para o meio de cultura foram utilizados os sais de MS com a metade
da concentracdic dos macronutrientes, acrescide de mio-inositol
(100mg-/1), sacarose (20g/1), tiamina (10mg/1), piridoxina (lmg/1),
caseina hidrolizada (0.5mg/l}, agar (7g/1) e ~ suplementado com a

seguinte combinagdo de fitorreguladores: Acido 3-indolilacético (AIA)
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img/l e 6-benzilaminopuriana (BAP} 2.25mg/l, de acorde com Illg &
Siqueira (1984).0s explantes foram mantidos nesse meio por um periodo

de 15 dias.

3.3.3.3 Meio para regeneracgio de plantas(MS-R)

Foram utilizados os sais de MS como descrito para a fase de
inducdo de calos e a concentragio de fitorreguladores empregada foi a
descrita por Garcia-Reina & Luque ( 1988): acido 3-indolilacético (AIA)
0,5 mg/l e 6-benzilaminopurina (BAP) 5,0 mg/l. Os calos foram mantidos
no meio de regeneracgdo por dois periodos de 30 dias, com a renovagdc do

meio entre cada periodo.

3.3.3.4 Meio para crescimento dos plantlets (MS-C)

0 meio utilizado foi ¢ mesmo descrito para a indugio de
calos(MS-1), porém sem fitorreguladores.Os calos foram mantidos no
meio de crescimento dos "plantiets” por um periodo de 30 dias.

3.3.4 Procedimento para indugdo de calos

Ap6s a germinacfic das sementes os hipocétilos das plantulas foram
seccionados com auxilio de uma tesoura em segmentos de aproximadamente
5 mm, dispostos em 8 fileiras, perfazendo um total de 80 explantes por
placa de petri. Em seguida as placas foram vedadas com filme de PVC e
transferidas para cAmara de cultura na presenca de luz. Os explantes

foram mantidos por 15 dias no meio de indugio de calos(MS-I).

3.3.5 Procedimento para regenerag¢do de plantas

Calos uniformes de cada grupo de 80, provenientes do meio de
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indugdo foram transferidos para placa de petri contendo o meio de
regeneragdo (MS-R), perfazendo um total de 3 repetigSes com 20 calos
cada. O cultivo no meio de regeneragio de plantas foi de 2 periodos de
30 dias cada, com renovagido do meio entre cada periodo. Decorridos os
dois periodos , os calos foram transferidos para o meic de crescimento
dos "plantlets"(MS-C) onde permaneceram por mais 30 dias.’

Os calos foram avaliados quanto & capacidade de regenerar plantas
aos 30, 60 e 90 dias de cultura apds a primeira transferéncia para o
meio MS-R.

A frequéncia de calos que regeneraram plantas foi obtida pela
contagem do numero de calos que emitiram  pelo menos uma planta
completa ( com eixo caulinar e meristema apicallapés 105  dias do

inicio da cultura.(FIGURA 1)

3.3.6 Avaliacio da capacidade de regeneragfo de plantas a
partir de calos de genétipos selvagens e cultivados de
tomate

Os genétipos selvagens de L. pimpinellifolium (WV-700, WV-106 e

CNPH-382); de L. peruvianum (LA444/1, CNPH-402); de L. hirsutum
(P1-126449, PI-365904); de L. esculentum var. cerasiforme( CNPH-80, Red
Cherry, Chiguaral, além de sete variedades comerciais de tomate L.
esculentum  {Santa Clara, Angela G-5100, Santa Rita, VFN-8, CS8064,
Petomech e Rio Grande) da Colegdo de Espécies e Variedades do
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de

Genética(UNICAMP), foram avaliados quanto a4 capacidade de regeneracao

de plantas "in vitro" a partir de calos, com o objetivo de selecionar
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genétipos contrastantes para esta caracteristica.

Figura 1.

Calo organogenético do genétipo Petomech
(L. esculentum). Diferenciagdo de planta
com eixo caulinar e meristema apical (A)
e diferenciagdo de folhas (B) aos 60

dias de cultura.

Meio MS-R: MS + BAP 5,0mg/l + AIA 0,5mg/1



3.4 Heranga da capacidade de regeneracgio "in vitro"

3.4.1 Familias de cruzamento
O controle genético da capacidade de regeneragio de plantas a
partir da cultura de calos de tomate foil estudado em 5 conjuntos

familiais envolvendo o genétipo selvagem WV-700 (L. pimpinellifelium)

gque nos experimentos previamente realizados (item 3.3.6)  apresentou
uma alta capacidade para regeneragio de plantas e cinco genbtipos de L.
esculentum (VFN-8, Petomech, Santa Rita, CNPH-80 e Santa Rita) que
apresentaram uma baixa capacidade para regeneragdo de plantas nas
condigBes de cultive pré-estabelecidas.

Esses cinco genétipos apresentam também caracteristicas distintas
quanto ac grupo(Caqui, Quadrado e Santa Cruz) e a0 habito de
crescimento(determinado/indeterminado), permitinde deste modo verificar
se essas diferengas estdo relacionadas com a expressividade do gene da
regeneragdo (Tabela 5).

0O gendtipo selvagem WV-700(L. pimpineliifolium) possue: habito de
crescimento indeterminade e frutes vermelhos, com diimetro médio de 2cm

e sabor agradavel.
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util izaglo comercial

Descrigéo do

plantas e que

da
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grupo, tipo de crescimento e

dos genétipos que ndo rege-
foram utilizados

para

genética da regeneragdo

Tipo crescimento Utilizagio comercial

neram
estudo

Genétipo Grupo

VFN-8 Caqui

Santa Rita Santa Cruz

Petomech Quadrado
CNPH- 80 Cereja
Red Cherry Cereja

Determinado Consumo "in natura"

nacional

Indeterminado Consumo "in natura”

nacional
Determinado Indistria

Indeterminado Consumo "in natura”

internacional

Indeterminado Consumo "in natura”

internacional




Na Tabela 6 estfo representades os conjuntos familiais

gue foram analisados quanto a capacidade de regenerar plantas.

TABELA 6. Progénies derivadas dos cruzamentos de genodtipos que
regeneram (R) e nf8lo regeneram plantas(NR) utilizadas

para o estudo da anélise genética da regeneragdo

——— o e o e M o g o —— — T T A o Tt T M . . S e e B e e i ket e .

Gen6t ipos Geragdes
Regenera Nado regeneram F1 F2 BC
Plantas (R} Plantas (NR) (Cﬁx(g) (6’):-:(9)
(L .pimpine- (L. esculentum)

l1lifolium)

i i —— L T —— i ———— o T T — . ———— e A o v A ————

*
WV-700 VFN-8 WV-700xVFN-8 FI(X] FIXVFN-S
Petomech WV-700xPetomech Fl(x) lePetomech
Santa Rita WV-700xS., Rita FI(x) leS. Rita

S. RitaxWv-700
CNPH-80 WV-T00xCNPH-80 Fl(x) FIXCNPH-BO
Red Cherry WV-700xR. Cherry Fl (x) FIXR. Cherry
Red CherryxWV-700

¥ 0O sinal (x) indica progénie obtida por autofecundacio
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3.4.2 Obtengio das progénies hibridas F‘1 dos genétipos que
apresentaram resultados contrastantes para a capacidade de
regenerar plantas

O penétipo WV-700(L. pimpinellifolium) com alta capacidade para
regeneragdo de plantas utilizade como doador de pélem foi cruzado
com os gen6tipos de L. esculentum recalcitrantes para esta
caracteristica:VFN-8, Petomech, Santa Rita, além de dois genétipos da
var. cerasiforme; CNPH-80 e Red Cherry para a produgdo dos hibridos Fl.
Procedeu-se também o© cruzamento reciproco dos genbtipos Santa Rita e
Red Cherry para verificar a ocorréncia de provéavel efeito maternoc e‘ou
citoplasméatico para a caracteristica regeneragio de plantas.

0 genoétipo seivagem WV-700 (L. pimpinellifolium) nf&c apresenta
problemas de incompatibilidade com as linhagens de L. esculentum
(Hogenbeoom, 1972a; Rick, 1982; Warnock,1988 ), e portanto ndo houve a
necessidade da cultura de embride s imaturoes para a obtengfo dos
hibridos inter-especificos.

Foram cultivadas em casa de vegetacdo 10 plantas de cada genétipg
que fizeram parte das familias de cruzamento para a realizagdo das
hibridizagBes em ambiente controlado.

Com auxilio de um aparelho vibrador foi coletado péiem de flores
abertas, em vidros de relégio de 5 cm de didmetro, o quai, foi
armazenado em geladeira a uma temperatura de 8-10°C . O pélem foi,
entdo, wutilizado por um periodo méaximo de uma semana.

Fléres prestes a se abrirem de cada uma das plantas dos

germoplasmas de L. esculentum foram emasculadas com auxilic de uma



27

pinca e os estigmas polinizados com poélem do genétipo WV-700. A
polinizagdo fol repetida novamente 8 horas ap6és a emasculagdo.
Finalmente, as fléres polinizadas foram marcadas com l3s de diferentes

cores para identificagfo dos frutos originados pelos cruzamentos.

3.4.3 Obtencgio das progénies hibridas F2 e retrocruzamentos com
os gen6tipos com baixa capacidade para regeneracio de plantas
Os hibrides F1 foram cultivados em casa de vegetagio para produgdo
por autofecundagdo da geragio Fz e através de cruzamentos artificiais,
foram realizados os retrocruzamentos com os gendtipes com  baixa
capacidade para regeneragio de plantas({ 10%).
A metodologia utilizada para a realizacio dos retrocrurzamentos foi

a mesma gue a descrita para a obtengdo dos hibridos Fx'

3.4.4 Inducgido de calos e regeneracio de plantas dos hibridos F1 e
dos cruzamentos reciprocos

Explantes de hipocétilos, provenientes de uma amostra de 6
frutos de cada hibrido F1’ foram cultivados no meio de indugio de
calos(MS-I) e posteriormente transferidos para o meio de regeneracio
de plantas(MS-R}. A composicio dos meios MS-] e MS-R foi descrita
anteriormente.

Apés 75 dias de cultura os calos foram transferidos para o meio
MS medificado com apenas a metade da concentragio dos macronutrientes
e na auséncia de fitorregualdores(MS-C), por mais 30 dias, para que

houvesse a elongagdo das gemas e consequente crescimento dos
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"plantiets”.
Em cada placa de petri foram inoculados 20 explantes e o namero

total de calos analisados para cada gendtipo estd descrito nas Tabelas

9 a 13 (pag. 50-54),

A cada de 30, 60 e 90 dias as cuituras foram avaliadas quanto a
porcentagem de calos organogenéticos e aos 90 dias de cultura foi
avaliada a frequéncia de regeneragio, ou seja, o nimero de "plantlets”"

por calo.

3.4.5 Indugdo de calos e regeneragdo de plantas das geracées F2 e
dos retrocruzamentos com os genétipos com baixa
capacidade para regeneracio de plantas

Os procedimentos realizados nessa fase foram os mesmos que os

descritos no Iitem anterior, porém para a andalise da segregacio na
geragao F2 e retrocruzamentos, as sementes provenientes de cada fruto
foram analisadas separadamente. Dois frutos de cada progénie foram
selecionados aleatoriamente e tiveram todas as suas sementes germinadas
"in vitro" para a obtengiio dos explantes hipocotiledonares. De cada
hipoc6tilo, foram cultivados 5 explantes no meio de inducio de calos .
Apés a fTase de induglo de calos foram selecionados os 3 explantes que
resultaram calos mais uniformes. Estes foram transferidos para ¢ meio
de regeneragdo de plantas de modo a obter-se 3 repetices de cada

semente. Em cada placa de petri foram inoculados 20 explantes e o
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nimero total de calos analisados para cada genétipo estd descrito nas
Tabelas 9 a 13 (pag. 50-54).
As condigBes de cultura e os intervalos de avaliagdo foram os

mesmos que os empregados para os genétipos parentais e para os hibridos
F1'

A anAlise genética foi realizada usando o Teste de Qui~Quadrado
x% para modelos de segregag&o conhecidos para um e dois locos nas
geracgbes F2 e retrocruzamentos, pois na literatura existem variocs
trabalhos indicando que a capacidade de regeneragdc de plantas é uma
caracteristica qualitativa (Reish & Bingham, 1980; Prioli, 1987;
Novak et al, 1988; Wan et al, 1988} e que apresenta uma alta

herdabilidade (Frankenberger et al, 1981b, Lazar et al, 1984;Koornneef

et al, 1987).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Multiplicag&o de sementes de tomate no campo e em casa de

vegetagdo

A multiplicagio de sementes na Area experimental do Laboratério de
Cultura de Tecides e Células Vegetais do Departamento de
Genética(UNICAMP) resultou na produgdo de sementes de boa qualidade e
com alto poder germinativo(95-987) de genétipos selvagens e comerciais
fornecidos pelos centros e institutos de pesquisa em hortalicas ja
mencionados.

A transferéncia de poélem manuvalmente de uma planta para outra
resultou na formagdo de frutos com uma grande quantidade de sementes
nas espécies com problemas de auto-incompatibilidade(l.. peruvianum, L.
chilense e L. hirsutum ).

A colheita dos frutos somente quando maduros e a subsequente
fermentac@o das sementes por um periodo de 72h facilitou a separagio

das sementes das outras partes do fruto.

4.2. Estabelecimento do protocolo para inducio de calos e regeneracio

de plantas de tomate

4..2.1 Germinacido de sementes
As sementes germinaram de forma homogénea num intervalo de 3-5
dias e foi notado que a germinagdo na presenga de luz,propiciou o

crescimento de hipocétilos mais vigorosos do que as sementes germinadas
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no escuro, de modo a optar-se pela utilizagdo das sementes germinadas

na luz..

4.2.2. Obtencdo de explantes

O uso de hipocttilos como fonte de explantes para a indugdo de
calos e régeneraqﬁo de plantas mostrou-se favoravel de mode a
possibilitar uma grande uniformidade na realizagio dos experimentos.

A frequéncia de contaminagidc das sementes por fungos e bactérias
durante a fase de germinagio para obtengZo dos explantes de hipocétilo
foi inferior a 5% para todos gendtipos testados. Este fato pode ser
atribuide a  utilizagio de sementes provenientes de plantas em 6timo
estado fitossanitario, conjuntamente ao tratamento de esterilizagéo
superficial das sementes com selugdo 33,3% v/v de &gua sanitaria

comercial {Q-Boa - 2,5% de cloro ativo).

4.2.3 Inducdo de calos

A secglc dos hipocétilos com auxilio de uma tesoura mostrou-se
adequada, tornando-se possivel cortar um grande namero de explantes de
tamanho uniforme e num curto intervalo de tempo, sem ccasionar a
desidratacdo dos hipocétilos devido ao calor da chama e a ventilagdo da
camara de fluxo laminar. Cada hipocétilo resultou em média S explantes
de aproximadamente 5mm depois da retirada da regifo préxima ao
cotilédone e a raiz.

0 meio MS suplementado com AlA(1 mg/l) e BAP(2,25mg/1)

mostrou-se adequado para a induglio de calos para todos os genétipos

2R BV ¥ Y
BRI TECA BENTRAL
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analisados. Ap6s 10 dias de cultura foi observada uma grande
proliferag@o celular nas extremidades dos explantes e aos 15 dias de
cultura os calos estavam formados.

A indugic de calos na presenca da luz propiciou a formagic de
calos verdes e com textura compacta para todos os genétipos

analisados.

4.2.4 Regeneracdo de plantas

0 cultivo no meio de regeneragdo de plantas em 2 periodos de 4
semanas cada, e a subsequente transferéncia dos calos para meio sem
fitorreguladores, propiciou 0 crescimento dos "plantlets”
possibilitando, deste, modo a determinacdoc da porcentagem der calos
organogenéticos e a frequéncia do nimerc de plantas por calo a olho nd.

A frequéncia de regeneragdc de plantas foi varidvel de acordo com
o gendtipo analisado. A  concentragdo de fitorreguladores utilizada
AIA (0.5mg/1}) e BAP (5mg/1) induziu uma alta frequéncia de
diferenciacio de plantas para determinados genétipos, enquanto outros
genbtipos ndo  apresentaram nenhum indicic de organogénese. Os
resultados das avaliagbes da capacidade de regeneragdo de plantas de
gendtipos selvagens e comerciais de tomate ser8o mais detalhadamente
abordados no item 4.2.5 .

A ocorréncia de rizogénese na concentragioc de fitorreguladores
empregada, fol praticamente nula para os gendtipos analisados,

facilitando deste modo © subcultivo dos calos a cada perfodo 30 dias
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como estabelecido previamente.

A transferéncia dos calos do meio de regeneragio de plantas
para meio de crescimento dos "plantlets” apés 60 dias de cultive foi
essencial para a distingdo da frequéncia de calos que efetivamente
diferenciaram plantas com eixo caulinar e meristema apical, dos calos
que apenas apresentaram diferenciagio de orgdos como folhas(normais ou
anormais), as quais via de regra ndo originam pléntulas completas

quando transferidas para o meio de enraizamento.{Gavazzi et al, 1987).

4.2.5 Avaliacio da capacidade de regeneragio de plantas de genoétipos

selvagens e cultivados de tomate

Diferencas significativas na diferenciacdo de plantas a partir de
calos originados a partir de explantes de hipocétilo foi notada para os
17 gendtipos testados.

Houve variagdc na frequéncia de regeneragio de “plantlets” dentro

de cada espécie, como por exemplo em L. pimpinellifolium, onde foram

constatadas frequéncias que variaram de 07 (genétipos WV-106 e
CNPH- 382) ate 927 (genétipo WV-700]. Variagdo semelhante
observou~se também para as espécies L. peruvianum, L. hirsutum e L.

esculentum ( TABELA 7).
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TABELA 7. Frequéncia de indugioc de calos organogenéticos e de calos que
regeneraram ‘"plantiets" em 17 genétipos de diferentes
espécies de tomate. Foram avaliados 60 calos de cada

genoétipo.
Genodtipo calos calos regeneraram
organogenéticos‘ "plantlets"”
A 7
L. peruvianum : LA444/1 88 63
CNPH-402 86 18
L. hirsutum : P1126449 0 0
P1365904 17 17
L. pimpinellifolium: WV-700 95 92
WvV-106 5 0
CNPH-~382 0 0
L. esc. cerasiforme : CNPH-80 5 2
Red Cherry 10 4
Chiguara 75 28
L. esculentum : Santa Clara 41 22
Angela G-5100 38 20
VFN-8 2 0
Petemech 15 3
Rio Grande 27 12
Santa Rita 9 6
CsS8064 16 1
* Calos organogenéticos : calos com indicios de regeneragic de

"plantlets" e/ou folhas.
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Esta variabilidade intra-especifica ja foi descrita pioneiramente
por Tal et al (1977), os quais demonstraram que a resposta
morfogenética de espécies selvagens e cultivadas de tomate sob as
mesmas condicdes de cultura podem variar de um genétipo para outro. A
ocorréncia deste fendmeno tem sido descritc frequentemente, nfo apenas
em tomate (Muhlbach, 1980; Behki & Lesley, 1980; Kut & Evans, 1982;
Illg & Siqueira, 1984; Tan et al, 1987), mas para uma série de outras
culturas como milho (Green & Phillips, 1975; Hodges et al 1986, Prioli
& Silva, 1989), arroz(Abe & Futsuhara,1986), trige(Lazar et al, 1984),
soja(Parrot et al, 1989}, trevo (Bhojwani et al, 1984) e alfafa (Reish
& Bingham, 1980).

No presente trabalho, o genotipo selvagem WV-700 de L.
pimpinelifolium, apresentou a melhor resposta morfogenética em
relagio aos demais gendtipos silvestres (Figura 2), em contraposigdo
aos resultados descritos por Kut & Evans (1982), os quais, estudando a
capacidade de regeneragio de 8 genétipos de diferentes espécies de
tomate observaram que a méxima frequéncia de regeneragio ocorreu para o
gendtipo L. chilense, enquanto que L. pimpinellifolium n8o apresentou
bons resultados para esta caracterfstica. A divergéncia desses
resultados pode ser atribuida a diferengas nas condigdes de cultivo e
também a variabilidade intra—-especifica encontrada para a regeneragéo

de plantas dos diferentes genétipos da espécie L. pimpinellifolium

constatadas no presente trabalho para os acessos WV-700, WV-106 e

CNPH-382.
Os dados da Tabela 7 ainda mostram que embora teoricamente seja

possivel induzir regeneragdo em qualquer gendtipo, € aparente que
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alguns genétipos respondem melhor do que outros para esta
caracteristica. Resultados similares foram descritos anteriormente por
Tal et al (1977) e Muhlbacf: (1980) onde foi demonstrado que a
regeneragido obtida com L. peruvianum nd@o pode ser reproduzida por
nenhum cultivar da espécie L. esculentum nos mesmos meios de

cultura utilizados.

Figura 2.

Calos organogenéticos do genétipo WV-700
(L. pimpinellifolium) com alta capaci-
dade para regeneragdo de plantas aos
60 dias de cultura.

Meio MS-R: MS + BAP 2,25mg/] + AIA 0,5mg/l
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A importancia do genétipo em estudos de regeneragfio tem sido cada
vez mais enfatizada e de acordo com os resultados obtideos por Oeick &
Schieder (1983), foi sugerido que o efeito do gené6tipe & maior que a
influéncia do meio de cuitura na capacidade de regeneragdo de plantas
em alfafa.

No presente trabalho fol observado que houve a formagio de calo
para os 17 genétipos analisados, enquanto a regeneragdo de plantas em
alta frequéncia foi verificada somente para o gen6tipo WV-700 e L.
peruvianum LA444/1, indicando portante que a indugdo de calos n3o esta
correlacionada com a diferenciagio de plantas .

De acordo com os resultados de regeneracido em alfafa, Wan et al
(1988) concluiram que a produgdo de calos e a regeneragio de plantas a
partir de calos sio controlados por fatores genéticos distintos.

O fato dos genétipcs CNPH402 e Chiguara terem apresentado uma
alta frequéncia de calos organogenéticos, porém com uma baixa
frequéncia de calos que regeneraram plantas mostra que muitos dos
pontos verdes que formaram-se no inicio da cultura nfio resultaram em
plantas completas, mas sim na diferenciacio de folhas normais e
anormais.

A diferenciagdo frequente de brotos anormais e de folhas em
cultura de calos de tomate, ji4 havia sido descrita em dois estudos
realizados anteriormente(Gavazzi et al, 1987; Monacelli et al, 1988),
demonstrando gue os inicios de diferenciagio foram muito mais numerosos
do que os brotos desenvolvidos e contados a otho nu.

A senescéncia dos calos foi variidvel de acordo com os genétipos

testados, sendo que os genétipos Angela G-5100, Santa Clara e WV-700
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permaneceram verdes até a avaliaglo final dos experimentos (105 dias de
cultura), enquanto os gendtipos CNPH-382 e PlI26449 comecaram &
apresentar calos com  coloragio escura, 45 dias ap6s o inicio da
cultura.

Foi descrita por Meredith {1979) e Koblitz & Koblitz (1982) a
manutencdo de calos de tomate por longa duragiic de genétipos
especificos e em determinadas condigBes de cultura sem que houvesse a

perda da capacidade de regeneracdo .

4.3. Heranga da capacidade de regeneracdo "in vitro"

4.3.1 Obtencido das progénies hibridas F1 dos genétipos que
apresentaram resultados contrastantes para a capacidade de
regenerar plantas

No presente trabatho est4 sendo descrito na literatura pela

primeira vez a utilizagdo de um genétipo selvagem da espécie L.

pimpinellifolium , com alta capacidade para regeneragiio de plantas,

para o estudo do controle genético da regeneragiio (Figura 3).

Uma das principais vantagens do emprego da espécie L.

pimpinellifolium para o estudo do controle genético da regeneragio ¢

que esta espécie cruza-se facilmente com as variedades comerciais de
L. esculentum, enquanto as espécies L. peruvianum e L. chilense
apresentam problemas de incompatibilidade com a espécie L. esculentum,

sendo necessario o resgate dos embrifes hibridos em FI e até em

geracies malis avangadas, F‘2 e retrocruzamentos (Hogenboom, 1972a).
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Aspecto morfogenético aos 60 dias de cul-
tura dos calos dos 6 genétipos parentais
selecionados para o estudo da heranga
da capacidade de regeneracdo "in vitro"
(A)WV-700, (B)S‘anta Rita, (C)Petomech
(D)VFN-8, (E)Red Cherry , (F)CNPH-80.

Meio MS-R: MS + BAP 2,25mg/1 + AIA 0,5mg/1
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Nos resultados das andlises de RFLP descritas por Miller e
Tanksley (1990), foi constatado que o nivel de DNA polimérfico dos
acessos e espécies ¢ altamente correlacionado com o sistema de
reprodugiio e que a espécie L. pimpinellifolium ¢é uma das espécies
relatadas mais proéxima do tomate cultivado, sugerindo .portanto que a
variacdo genética encontrada nesta espécie & facilmente utilizavel i;)ara
o melhoramento do tomate.

No presente trabalho, foi confirmade que n3c ha problemas neo
pegamento das polinizagdes realizadas entre a espécie selvagem L.
pimpinellifolium, com as variedades comerciais de L. esculentum (Figura
4)., Os frutos hibridos tiveram um crescimento normal e as sementes
foram produzidas em grande quantidade por n#o ocorrerem problemas de
incompatibilidade no desenvolvimento dos tubos polinicos durante a
fecundacéio (Tabela 8 ).

A produgido de frutos nos cruzamentos reciprocos quando o material
WV-700{L. pimpinellifolium] foi utilizado como receptor de pélem foi
dificultada, 'deirido as flores apresentarem tamanho menor e por serem
mais sensiveis ao toquez da mdo, durante o processo de emasculagio, que
os gendtipos da espécie L. esculentum.

As sementes hibridas foram colocadas para germinar em placas de

petri e foi observada uma frequéncia de germinagio superior a 957 para

todos genétipos testados.
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Aspecto morfolégico dos frutos dos gen6-
tipos parentais e dos respectivos hibri-
dos F. Parentais : (A)WV-700, (B)Red
Cherry, (C)CNPH-80, (D)Petomech, (E)Santa
Rita e (F)VFN-8.

1:‘1 : (1) (A)x(B), (2) (A)x(C), (3) (A)x(D)

(4) (A)x(E), (5) (A)x(F).
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Tabela 8. Namero de frutos hibridos e nimero médio de

sementes por fruto dos cruzamentos efetuados

para obtengfo da geracgho Fl.

Cruzamentos N° Frutos N° médio de sementes
d/? © poer fruto
WV-700 x VFN-8 25 75
WV-700 x Santa Rita 23 64
WV-700 x Petomech 30 32
WV-700 x Red Cherry 32 51
WV-700 x CNPH- 80 20 33
Santa Rita x WV-700 11 53
Red Cherry x WV-700 9 39
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4.3.2 Obtencgdo das progénies hibridag I-"2 e dos
retrocruzamentos com os genétipos com baixa capacidade
para regeneragio de plantas
A produgdio de frutos na ger:;.qao F‘z por autofecundagiio foi
abundante, ocorrendo, porém, uma reducfio média de 10-12 vezes no tamanho
dos frutos para os genétipos comerciais Santa Rita, VFN 8 e Petomech .

Os retrocruzamentos com os gendtipos recalcitrantes para a
caracteristica regeneragio de plantas foram bem sucedidos, sendo que
as sementes foram produzidas em grande quantidade e com uma alta
frequéncia de germinagio(95-987). |

0 retrocruzamento com o genétipo do grupo caqui(VFN 8),foi

facilitado devido este gen6tipo apresentar f 1ores maiores e com
estigma mais desenvolvido em relagic aos genétipos Petomech, Santa
Rita, Red Cherry e CNPH-80, os quais possuem fldres menores e mais

sensiveis ao processo de emasculagio .

4.3.3 Induqé'.o'de calos e regeneragio de plantas dos hibridos I-"1 e dos
cruzamentos reciprocos

Foi observada a formagdo de calos para todos os genétipos hibridos

analisados. 0Os calos comegaram a apresentar os primeiros sinais de

morfogénese aos 30 dias de cultura, no entanto, a avaliagiio final dos

experimentos traduzida pela frequéncia de calos que regeneraram e néo

regenereraram “plantlets” foi realizada ap6s 105 dias do inicio da

cultura.

A transferéncia dos calos apds 75 dias de cultura do meic de
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regeneragio de plantas para o mejo de crescimento dos “"plantlets”,
resultou no alongamento das plantas regeneradas, favorecendo-se assim a
contagem a olho nG dos calos que efetivamente regeneraram plantas, dos
calos que apenas diferenciaram orgdos como folhas.

Os resultados dos cruzamentos mostrando o namero de calos que
regeneraram (R} e n3o regeneraram plantas(NR), com os respectivos
nﬁmer§ médio de brotos por calo dos hibridos F‘1 e dos cruzamentos
reciprocos estd3o descritos nas Tabelas 9 a 13 (pag. 50-54).

Os hibridos F‘1 demonstraram alta capacidade para regeneragio de
plantas (75-907) nos 5 conjuntos familiais analisados, com efeito de
dominancia (Figura 5), n3o tendo sido constatadas diferengas
significativas nos cruzamentos reciprocos. A dominancia para a
caracteristica regeneragdo de plantas a partir da cultura de calos,
havia sido reportada previamente na literatura para tomate( Thomas &
Pratt, 1981; Kut & Evans, 1982; Koornneef et al, 1986; Tan et al, 1987;
Koornneef et al, 1987; Wijbrandi et al, 1988) e outras culturas como
milho (Hodges et al, 1986, Pricli, 1987; Novak et al, 1988},
alfaf a(Reishr & Binghham , 1980; Wan et al, 1988) e trigo (Kaleikau et
al, 1989). )

Wijbrandi et al (1988), observaram que a fusfio de protoplastos de
L. peruvianum que possue alta capacidade para regeneragdo de plantas
com gendtipos de L. esculenturn recalcitrantes para esta caracteristica
propiciou a formagdo de calos com habilidade para a regeneragio de
plantas, propondo portantc que a capacidade para regeneragdo de

plantas pode ser usada como um marcador dominante para selegio de

hibridos sométicos.
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O envolvimento de genes recessivos para capacidade de regeneragio
de plantas em hibridos F1 de tomate, foi relatado por Frankenberger et
al (1981b) que, embora tivessem - constatado um baixo nfvel de
dominancia, verificaram que genétipos particulares mostraram domin&ncia

ou comportamento recessivo para a diferenciagdo de plantas.

Figura 5. Alta frequéncia de calos organogenéticos para

os hibridos Fl. mostrando dominéncia para a ca
pacidade regeneragdo de plantas. (A) WV-700 x
Red Cherry, (B) WV-700x CNPH-80, (C) WV-700 x
Petomech, (D)WV-700 x Santa Rita,(E) WV-700 x
VFN-8.

Meio MS-C: MS sem fitorreguladores.
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A anédlise dialélica de hibridos Fl. de linhaéens de trigo de
inverno, mostraram que efeitos genéticos aditivos e nfo aditivos foram
significatives no controle da  embriogenese somética, sugerindo
portanto, que dominénicia e epistasia podem apresentar um papel na
expressdo dessa caracteristica (Ou et al, 1989).

A auséncia de efeito rﬁé.terno e/ou citoplasmético observada atr'z;wés
dos cruzamentros reciprocos, confirmam  os resultados descritos em
dois estudos realizados anteriormente com tomate(Frankenberger et al,
1981b; Koornneef et al, 1987), no entanto a Influéncia de efeito
genético citoplasméatico foi significativo no controle da  embriogenése
somética em trigo(Lazar et al, 1984; Ou et al, 1989) e milho (Tomes &
Smith, 1985).

No presente trabalho a frequéncia de regeneragidc dos hibridos Fl
nio foi superior a4 do gen6tipo WV-700 (L. pimpinellifolium}, ndo tendo
sido portanto constatado efeitc de heterose. Resultados similares foram
obtidos por Frankenberger et al, (198lb), em contraste, Ohki, (1978),
reportou qué hibridos entre 2 cultivares de tomate exibiram heterose
num certo meio de ciltura e Novak et al (1988), observaram que a
capacidade embriogénica de calos de milho em combinagBes de hibridos
especificos excederam a dos seus parentais.

Houve uma redugfio do nimero médio de brotos por calo dos hibridos
F1 (1.83+0.22} em relag3o ao genétipo parental WV-700(3.5%1.5}. Isto
pode ser explicado pelo fato da capacidade de regeneragio dos hfbridos,
em comparagio com este parental, dependerem da concentragéio dos

fitorreguladores adicionados ao meio de cultura{(Ohki et al, 1978) e
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decorrentes de diferencas no background genético (Reish & Bingham,
1980).

Prioli (1987}, enfatiza a ImportAncia da realizagBo de mais
expgrimentos com o objetivo de produzir linhagens isogénicas que
apresentem diferengas apenas para a capacidade para regeneragfio de
plantas, para melhor entendimento dos fatores gené_ticos e fisiolégicos,

envolvidos na expressdo desta caracteristica.

4.3.4 Indugio de calos e regeneracdo de plantas das geragdes F2 e dos
retrocruzamentos com os gendtipos com baixa capacidade para
regeneracio de plantas
0Os resultados do Teste de Homogeneidade do Xz, demonstraram que os

desvios observados na frequéncia de calos que regeneraram e ndo

regeneraram plantas, para as 3 repetigles, de segmentos de hipocétilo

provenientes da mesma semente, foram nfo significativos ac nivel de 5%

de probabilidade, permitindo portanto gque as repeti¢gdes fossem

analisadas no conjunto, ou seja, como uma Unica repetigic (Apéndice). A

frequéncia de calos que regeneraram plantas(R) e n#o regeneraram

plantas(NR} das geragdes 1~"2 e retrocruzamentos estdo apresentados nas

Tabelas 9 a 13 (pag. 50-54).

A proporgdo observada na geragdo F2 ,para todas progénies
analisadas, foi préxima de 9:7(R:NR) e nos retrocruzamentos foi préxima
de 1:3(R:NR), ambas n#o significativas ao nivel de 57 de probabilidade,
no Teste Qui-Quadrado, sugerindo portanto o envolvimento de dois genes
independentes com interagédo, na expressdo da regeneragdo de plantas

(Figura 6) .
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Em apenas um fruto da geragéo FZ(WV-'?OO x VFN-8) (x) houve um
desvio significativo da segregagdo 9:7(R:NR), ‘porém para todos os
retrocruzamentos, o desvio na segregagio 1:3 (R:NR), foi nfo

significativa ao nivel de 5% no Teste Qui-Quadrado.

Figura 6. A esquerda segregaciio observada na geragéo

F‘2 (WV-700xSanta Rita) préoxima de 9:7(R:NR)
e a direita no retrocruzamento com a varie-
dade Santa Rita préxima de 1:3(R:NR). Notar
a redugdo na frequéncia de calos organogengé
ticos no retrocruzamento.Calos com 105 dias
de cultura. Meio MS-C: MS sem fitorregulado

res.



49

TABELAS 9 a 13 . Heranga da capacidade de .lnduqéo de calos
organogenéticos, a partir de explantes de hipocétilos, em 5 conjuntos
familiais envolveﬁdo gendtipos de tomate, com e sem capacidade de
regeneracio de plantas. Os meios utilizados foram MS-I, MS-R, e ¢ meio
MS na auséncia de fitorreguladores. A avaliagdo final do ndmero de
calos que regeneram (R) e n3o regeneram plantas (NR) foi realizada aos
lfOS dias de cultura. Regenerag@o refere-se a calos que originara.m— em
pelo menos um “"plantlet” com eixo caulinar e meristema apical. O teste
aplicado, foi o do Qui-Quadrado. A analise de segregaclo testou a
hipétese de 9:7(R:NR) em F_ e de 1:3(R:NR), no retrocruzamento com o
genétipo que nfdo regenera plantas, ao nivel de! 5% de probabilidade

2 = 3,84).
G,05

1GL

(X



TABELA 9. Conjunto familial

envolvendo o©s genétipos

pimpinellifolium) e CNPH-80 (L. esculentu

var. cerasiforme).
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wv-700 (L.

N°® de calos

N° médio de

Calos reg. Cbservado Esperado
Gené6tipo Geragdo cultivados brotos por "plantlets” | ccecmmm e mmmmea Xz
calo s 7 R... NR R NR
WY -700(R) P 60 3.5%1.5 92 55 5 1 0
CNPH-BO(NR) P 60 1.240.4 8 5 55 0 1
WV -700xCNFPH-8B0 F-1 60 2.2t1.2 90 54- 6 1 (4]
(WY-TOOXCNPH-80) (x) F-2(A) 192 1.3%0.5 51 97 95 9 7 2.56NS
(B) 201 1.2:0.4 60 120 81 9 . 0. 97NS
{ WV -700xCNPH-80) BC(A) 129 1.4%0.4 23 29 100 . 3 0.44ns
x (B} 144 1.620.3 24 34 110 1 3  0.1SNS

CNPH-BO

L

. autofecundagio

** (A} e (B) sio diferentes frutos da mesma

¢&* (R} regenera e [NR) nio regenera plantas

geracio
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TABELA 10. Conjunto familial envolvendo os genétipos WV-700{L.

pimpinellifolium) e Red Cherry (L. gsculentum var. cerasif orme).

N° de calos N° médio de Calos reg. Observado Esperado
Genétipo geracio cultivados brotos por "plantletg® = -———reeaa O
calo t s % R". NR R NR
WV-T700(R) P 60 3.5%1.5 92 55 5 1 0
Red Cherry{NR) P 60 1.3%0.6 5 3 57 0 1
WV-700xRed Cerry F-1 60 1.8%0.9 18 47 13 1 0
Red Cherryx Wv-700 F-1 60 2.1%1.2 73 44 16 1 0
(WV-700xRed Cherry) (x)° F-2(A) 189 1.410.6 54 102 87 9 7 0. 40NS
' t8) 17 1.4%0.5 53 92 79 9 7 0.42Ns
{Wv-700xRed Cherry) © " BC(A) 114 1.210.4 23 26 B8 1 3 0. 29NS
X (B) 138 1.310.5 20 27 111 1 3 2. 1TNS
- Red Cherry
. autofecundaglo

b (A) & (B) sfio diferentes frutos da mesma geragdo

®#*% (R) regenera e (NR) nlo regenera plantas
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TABELA 11. Conjunte familial envolvendo os genétipos WV-700(L.

pimpinellifolium) e Petomech (L., esculentum).

N° de calos N° médio de Calos reg. Observado Esperado
Genét ipo Geraglio cultivados brotes por "plantlets”  ---------- m-om—o—ooe. x*
calo t s % RTONR R NR
WV-700(R) P 60 3.5%1.5 92 55 5 1 0
Petomech(NR) P 60 1.3%0.5 7 4 56 4] 1
WY -T700xPetomech F-1 60 1.810.8 82 49 11 1 0
(WV—'?OOxPetomechl(x). F—Z(A).- 162 1.310.6 57 98 64 9 7 1.19NS
(B} 168 1.310.4 55 93 15 9 T 0.053NS
(WV-700xPetomech) BC (A) 123 1.4%0.5 22 27 96 1 3 0.6INS
x (B) 138 1.210.4 21 30 108 - 1 3 0.78Ns
Petomech
-

" auvtofecundacghe

*®* {(A) e (B) s8p diferentes frutos da-mesma geraglo

***{R) regenera e {NR) nfg regenera piantas
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TABELA 12. Conjunto familial envolvende os genétipos WV-700 (L.
pimpinellifolium) e VFN-8 (L. esculentum).
N°de calos N°médlo de Calos reg. Observado Esperado
Geno6tlpo Geraglio cultivados brotos por “plantlets” — —=--ue_o——_ SR Y
calo = s 4 R." NR R NR
WV-T700(R) P 60 3.5¢1.5 g2 55 5 1 0
VFEN-BI(NR]} P &0 1.320.6 5 3 57 o 1
WV -700xVFN-8 F-1 60 1.620.8 75 45 15 1 0
- -l
(WV-700xVFN-B} (x) F-2(A) 195 1.310.6 59 115 BO g 7 0.59NS
(B) 210 1.210.4 53 136 74 9 7 6.18 *
(WV-TOOXVFN-8)XVFN-8 BC(A) 138 1.310.5 19 26 112 1 3 2.79NS
(B) 126 1.210.4 25 25 101 1 3 1.78NS

.

. autofecundaglo

*% (A) e [B) s3o diferentes frutos da mesma geragdo

#%s (R) regenera ¢ {NR) nlo regenera plantaes
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TABELA 13. Conjunto familial envolvendo os gené6tipos WV-700 (L.

pimpinellifolium) e Santa Rita (L. esculentum).

N°de calos N°médio de cCalos reg. Observado Esperado
Genédtipo Geraglo cultivados brotos por "plantlets” TaTTTTTT Tmmmmeees X
calo + s 7 R NR R NR
WV-700(R) P 60 3.511.5 92 55 5 1 o
Santa Rita(NR) P 60 0 0 0 60 0 1
WV-7( -<Santa Rita F-1 60 1.7:0.8 87 52 8 1 o
Sante .i\ltax WvV-700 F-i 60 1.9:0.9 920 54 6 1 o
(WV-7u0xSanta Rita) (x). F—Z(M“ i74 1.310.6 57 100 74 9 1 0.11NS
(B) 186 1.410.5 58 108 78 9 7 0.25N5
(WV-700xS.R1ta)xS.Rita BC (A) 111 1.310.6 18 20 g1 1 3 2.B9NS
[B) 156 1.610.5 22 34 322 1 3 0.86NS
. autofecundagio

*re

*** (R) regenera ¢ (NR) nfio regenera plantas

(A) e (B) slio diferentes frutos da mesma geracgdo
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Os resultados de segregagfio observados no presente trabalho
indicando que a capacidade para regeneragio de plantas de tomate & uma
caracteristica condicionada por poucos genes,concorda com os resultados
descritos previamente em outros estudes do controle genético da
regeneragio em tomate{ Koornneef et al, 1987; Frankenberger et al,
1981b). '

No estudo do controle genético da regeneragfo em hibridos de L.
peruvianum x L. esculentum foi observado que essa caracteristica,
quando analisada como uma caracteristica qualitativa, segregou como
dois genes mendelianos (Koornneef et al, 1987).

Em alfafa foi sugerido que a regeneraglo a partir da cultura de
calos est4d sob contrqle de 2 genes complementares e que alelos
dominantes nos dois loci controlam a capacidade para regeneragio de
plantas (Reish & Bingham, 1980; Wan et al, 1988). Ma & Liang (1987),
reportaram resultados similares para regeneracio de plantas a partir da
cultura de embrides imaturos de sorgo (Sorghum vulgare).

No preseénte  trabalho, o ntmero médio de brotos por calo na
geragao Fz’ foi de 1.3230.04 e nos retrocruzamentos foi de 1.26+0.06,
para os 5 conjuntos familiais analisados.

O fato de, usualmente, somente um br'oto desenvolver-se por calo,
pode ser atribuido ao excesso de auxina enddgena, dos explantes que
facilmente diferenciam raizes, em adig8o ao efeito apical dominante do
primeiro broto. Cassells (1979), verificou que, a excisiio do primeiro
broto formado, resultou em continua desdiferenciagdo, provavelmente

pela redugdo da dominéncia apical. A segregaglo nas geragBes F2 €
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retrocruzamentos, n%o foram alteradas pela utilizagio de genétipos
pertencentes a grupos distintos e com diferentes tipos de crescimento.

A nfo relagdo do gene que determina o tipo de crescimento para a
capacidade de regenerar plantas foi, relatada previamente por
Frankenberger et al (198la), através da utilizagic de linhagens
isogénicas que diferiam apenas para essa caracteristica,

Em +trigo foi verificado que genes controlando a habilidade de
regeneragdio, estdo primariamente localizados nos cromossomos 7B, 7D e
1D , tende sido concluido pelos experimentos de regeneragio, que essa
caracteristica ¢ determinada por um sistema poligénico{Galiba et al,
1986}, Por outro lado, Kaleikau et al (1989), analisando a capacidade
de regeneragdo de linhagens aneuplbéides e eupléides de trigo,
verificaram que alguns cruzamentos definiram que possivelmente um ou
dois genes dominantes controlam a caracteristica regeneragio de
plantas, enquante outros cruzamentos indicaram que genes modificadores
em adigdo aos genes principais estdo envolvidos. Esses resultades sfo
similares aos sugeridos para o controle da embriogénese somatica em
milho (Prioli, 1987).

A presenca de genes modificadores em adi¢&o aos genes principais
para regeneragio de plantas, foi descrito previamente por Hodges et al
(1986), nos estudos de regeneraglo a partir de calos de milho .

De acordo com os resultados obtidos em alfafa, fol proposto que
fatores genéticos adicionais aos que controlam regeneragdo, devem
influenciar a formag@o de brotos, pois embora todos genétipos tivessem

regenerado embridides, houve uma baixa conversdo desses embrides em
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plantas (Seitzkris & Bingham, 1988).

Os dados apresentados neste trabalho, indicando que a
caracterfstica regeneragdo de plantas ¢ controlada por poucos genes,
sugerem que deve ser relativamente fé4cil a transferéncia da capacidade
de regeneragiio de plantas de L. gimginellifoli;xm para as espécies
comerciais de L. esculentum, para maximizar a resposta "in vitre", como
foi descrito em alfafa (Bingham et al, 1975; Reish & Bingham,1980) e
milho (Novak et al, 1988; Petolino et al 1988).

A transferéncia da capacidade de regeneragio de plantas de
genoétipos selvagens para variedades comerciais, foi reportada por
Wijbrandi et al (1986), através da fusio de protoplastes de L.
peruvianum x L. esculentum porém, nos retrocruzamentos com as
variedades comerciais foi observado que continuou a cocorrer o aborto de
embrides, conjuntamente com a  dificuldade de .recuperar as
caracteristicas de fruto desejaveis agronomicamente, pelo fato da
espécie L. peruvianum, apresentar frutos pequenos e verdes mesmo quando
maduros. (Koornneef et al, 1987).

Por outro lado de acordo com os resultados descritos no presente
trabalho a transferéncia da capacidade de regeneragiio de L.
pimpinellifolium para L. esculentum, através de sucessivos
retrocruzamentos, deve ser conseguido sem grandes dificuldades, pelo
fato desta espécie hibridizar-se facilmente com o tomate cultivado e

por apresentar frutos com coloragio vermelha.
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5. CONCLUSOES

- Confirmou-se a existéncia de variabilidade genotipica intra e
inter-especifica para a regeneraglio de plantas a partir da cultura de

calos de tomate;

- Os genétipos selvagens WV-700(L. pimpinellifolium) e LA444/1(1.

peruvianum) apresentaram uma alta capacidade para regeneragio de
plantas quando comparado ao tomate cultivado(L. esculentum);

- O sucesso obtido nos cruzamentos inter-especificos de L.

pimpinellifoliumm e L. esculentum mostram a possibilidade da
introgresséo da caracteristica regeneragdo de plantas utilizando

métodos convencionais de melhoramento;

- Houve um controle genético para "a indugdo de calos
organogenéticos,a partir de explantes hipocotiledonares de tomate,
sendo que os hibridos F‘1 nos 5 conjuntos familiais analisados,
apresentaram dominfncia para a caracteristica regeneragfio de plantas;

- As segregages observadas na geracio F2 (9:7) e nos
retrocruzamentos (1:3) para os 5 conjuntos familiais analisados,
sugerem que essa caracteristica é controlada por dois genes
independentes com interag8o. Esses resultados indicam gque a
transferéncia da alta capacidade de regeneraééo de. plantas do genétipo
WV-700{L.., pimpinellifolium]} para variedades de interesse agronémico(L.
esculentum) deve ser relativamente facil j4 que essa caracteristica &

dominante e controlada qualitativamente.
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6. RESUMO

Com o objetivo de estudar o controle genético da regeneragio de
plantas "in vitro" em tomate, genétipos com alta e baixa capacidade de
regeneragdo de plantas foram, identificados para um determinado meio de
cultura. Para a indug8o de calos, o meio de cultura contendo os sais de
Murashige & Skoog (MS} foi suplementado com 1 mg/l de AIA e 2,25 mg/]
de BAP; para a regeneragfio de plantas adicionou-se 0,5 mg/l de AlA e
Smg/1l de BAP.

Como explante utilizaram-se segmentos de hipocétilo de plantas
germinadas "in vitro", inoculados por 15 dias no meio de indugio de
calos e subcultivados a cada 30 dias em meic de regeneragio por um
periodo de 2 meses. Apds esse periodo os calos foram transferidos, por
mais 30 dias, para meio MS sem fitorreguiadores, para alongamento das
gemas e crescimento dos “plantlets”.

O gent6tipo WV-700 (Lycopersicon pimpipellifolium) que apresentou
uma alta capacidade de regeneragBode plantas (92%),utilizado como
doador de pélem, foi cruzado com os genétipos de L. esculentum
recalcitrantes para esta caracteristica: VFN-8(5%), Petomech(7%), Santa
Rita(0%), além de dois genétipos da variedade cerasiforme: CNPH-080(8%)
e Red Cherry{5%). Os cultivares VFN-8 e Santa Rita destinam-se ao
consumo "in natura" e Petomech & inddstria.

A analise estatistica dos dados, obtidos pela freqéncia de calos
que regeneram f(R), envolveu resultados das geracgdes F1’ Fz. cruzamentos
reciprocos, além de retrocruzamentos com os 5 genétipos que ndoe

regeneram plantas(NR).
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Os hibridos F1 apresentaram alta capacidade de regeneragio de
plantas (75-907), com efeito de domin&ncia, n3o tendo sido observado
diferengas nos cruzamentos reciprocos.

A segregagdio na geragio F2 foi préxima de 9:7 (R:NR) e nos
retrocruzamentos préximo de 1:3(R:NR), ambas nfo significativas ao
nivel de 5% no teste Xz, sugerindo, portanto, o envolvimento de 'dois
genes dominantes com interagio na expressdo da regeneragdo.

Esses resultados indicam que a transferéncia da capacidade de
regeneragdo de gendtipos selvagens para variedades comerciais do
tomateiro, deve ser relativamente facil, jA& que essa caracteristica é

dominante e controlada qualitativamente.
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7. Summary

With the objective of studying the genetic control of in vitro
plant regeneration ability in tomato, high and low expressing genotypes
for that ftrait were initially identified, using a previously defined
culture medium. For callus induction, the utilized medium was that of
Murashige & Skoog (MS), supplemented with JAA (1 mg/1) and BAP
(2,25 mg/1); for plant regeneration I[AA (0,5 mg/l) and BAP (5 mg/l)
was added to the same MS medium.

Hypocotyl segments were inoculated for 15 days in callus induction
medium and thereafter, subcultured every 30 days in regeneration
medium, for two months.. Subsequently calli were transfered to MS
medium without growth regulators for one month more, to promote bud
elongation and plantlet growth.

Lycopersicon pimpineliifolium, genotyﬁe WV-700, with high plant
regeneration ability (92%) used as polen donor, was crossed to 5
different recalcitrant L. esculentum genotypes for that character,
namely: VFN-8 (5%), Petomech (7%), Santa Rita (0%), beyond two
cerasiforme genotypes of L. esculentum, namely CNPH-080 (8%) and Red
Cherry (57%). VFN-8 and Santa Rita cultivars are used in salads or for
consuption ‘in natura’, whereas Petomech is destinated for industry;
cerasiforme genctypes have no economic importance.

Statistical analysis were based upon frequency data of calli that
regenerated plants (R) in Fl, Fz’ reciprocal crosses and backecrosses,

with all five genotypes that did not regenerate plants (NR).

F1 hibrids showed high plant regeneration ability (75-90%) with an
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effect of dominance; no differences were observed In reciprocal
crosses.

Segregation ratio in F'2 generation was near to 9 : 7 {R:NR) and in
backcrosses the ratio expressed was near to 1 : 3 (R:NR), both not
significant at the 5% level, in X2 Tests, suggesting an interaction
of two dominant genes in the expression of the trait studied.

These res';illts indicate that the transfer of plant regenera;tion
ability from wild tomato genotypes to commercial ones, must be

relatively easy once a qualitatively inherited dominant 1{rait is

involved.
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9, APENDICE

Dados relativos ao Teste de x? e Teste de Homogeneidade, para
anslise de segregacio esperada de 9:7 (N:NR) em Fz e de 1:3 (R:NR) no
retrocruzamento, com o genétipo que ndo regenera plantas, ao nivel de
5% de probabilidade | foL = 3,84 xzm_ = 5,99 sz. = 7,81).
(A) e (B) sdo sementes provenientes de diferentes frutos da mesma gera
¢io. (R} : frequéncia de calos que regeneraram pelo menos um “plantlet”

com eixo caulinar e meristema apical. (NR): nfo regnerou nenhum

"plantlet”.



(A)

- Geragfo F‘z: (WV-700xCNPH 80) (x)

Amostras R NR Total GL Xz
R1 31 33 64 1 1,5873 NS
R2 32 32 64 1 1,0159 NS
R3 34 30 64 0,2540 NS
Total 97 95 192 3 2,8572 NS
Contrastes GL }'(2
Con junto 1 22,5608 NS
Heterogeneidade 2 0,2964 NS
Total 3 2,8572 NS
(B)
Amostras R NR Total GL Xz
R1 40 27 67 1 0,3243 NS
R2 37 30 67 1 0,0287 NS
R3 43 24 67 1,7171 NS
Total 120 81 201 3 2,0647 NS
Contrastes GL Xz
Conjunto 1 _ 0,9730 NS
Heterogeneidade 2 1,0917 NS
Total 3 2,0647 NS
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- Geragio BC: (WV-700xCNPH 80) x CNPH 80

(A)

(B)

76

Amostras R NR Total GL X
R 13 30 43 1 0,6279 NS
1
R2 9 34 43 | 0,3798 NS
R:3 7 36 43 1,7442 NS
Total 29 100 129 3 2,7519 NS
Contrastes GL Xz
Con junto 0,4367 NS
Heterogeneidade 2 2,3152 NS
Total 2,7519 NS
Amoastras R NR Total GL x?
R 7 41 48 1 2,7778 NS
1
R2 14 34 48 1 0,4444 NS
R3 13 35 48 1 0,1111 NS
rTotal 34 110 144 3 3,3333 NS
Contrastes GL X2
‘Conjunto 1 0,1481 NS
Heterogeneidade 2 3,1852 NS
Total 3,3333 NS




- Geraglo F‘z: (WV-700xRed Cherry) (x)

(A)

(B)

2

Amostras R NR Total GL X
R 38 25 63 1 0,1229 NS
1
R2 33 30 63 1 0,3832 NS
R3 31 32 63 1,2701 NS
Total 102 87 189 3 1,7752 NS
Contrastes GL Xz
Conjunto 1 0,3998 NS
Heterogeneidade 2 1,3754 NS
Total 3 1,7752 NS
Amostras R NR Total GL x?
R 30 27 57 1 0,3033 NS
1 .
Rz 28 29 57 1 1,1766 NS
R3 34 23 57 0,2676 NS
Total 92 79 171 3 1,7475 NS
Contrastes GL X2
Conjunto 1 0,4167 NS
Heterogeneidade 2 1,3308 NS
Total 3 1,7475 NS




- Gerago BC: (WV-700xRed Cherry)xRed Cherry

(A)
Amostras R NR Total GL X2
R 8 30 38 1 0,3158 NS
1
Rz 6 32 38 1 1,7193 NS
R:3 12 26 38 1 0,8772 NS
Total 26 88 114 3 2,9123 NS
Contrastes GL Xz
Conjunto 1 0,2924 NS
Heterogeneidade 2 2,6199 NS
Total 3 2,92123 NS
(B)
Amostras R NR Total GL Xz
R g 38 46 1 1,4203 NS
1
R2 10 36 46 1 0,2609 NS
R3 9 37 46 1 00,7246 NS
Total 27 111 138 3 2,4058 NS
Contrastes GL Xz
Con junto 2,1739 NS
Heterogeneidade 0,2319 NS
Total 3 2,4058 NS
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(A)

- Geragio Fz: {WV-700xPetomech) (x)

Amostras R NR Total GL Xz
R 28 26 54 I 0,4245 NS
1
R2 37 17 54 1 3,3003 NS
R3 33 21 54 00,5185 NS
Total 98 64 162 3 4,2433 NS
Contrastes GL Xz
Con junto 1 1,1855 NS
Heterogeneidade 2 3,0578 NS
Total 3 4,2433 NS
(B)
Amostras R NR Total GL x?
R 26 30 56 1 2,1950 NS
1
R2 35 21 56 "1 0,8889 NS
RB 32 24 56 1 00,0181 NS
Total 93 75 168 3 3,1020 NS
Contrastes GL x?
Con junto 1 00,0544 NS
Heterogeneidade 2 3,0476 NS
Total 3 3,1020 NS
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(A)

- Geracgido BC: (WV-700xPetomech)xPetomech

Amostras R NR Total ‘GL Xz
R 9 32 -41 1 0,2033 NS
1
R2 7 34 41 1 1,3740 NS
R3 11 30 41 1 00,0732 NS
Total 27 96 123 3 1,6505 NS -
Contrastes GL X2
Con junto 1 00,6098 NS
Heterogeneidade 2 1,0407 NS
Total 3 1,6505 NS
(B)
Amostras R NR Total GL. }\(2
R 9 37 46 1 00,7246 NS
1
R2 13 33 46 1 0,2609 NS
R:3 8 38 46 1 1,4203 NS
Total 30 108 138 3 2,4058 NS
Contrastes GL Xz
Con junto 0,7826 NS
Heterogeneidade 1,6232 NS
Total 2,4058 NS
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(A)
Amostras ‘R NR Total GL Xz
R 39 26 65 1 00,3714 NS
1
R2 36 29 65 1 0,0198 NS
R3 40 25 65 0,7387 NS
Total 115 80 195 3 11,1299 NS .
Contrastes GL X2
Conjunto 1 0,5881 NS
Heterogeneidade 2 0,5418 NS
Total 3 1,1299 NS
{B)
Amostras R NR Total GL J'{‘Z
R 39 31 70 1 00,0080 NS
1 .
R2 52 18 70 1 9,2526
R3 45 25 70 1 1,8400 NS
*
Total 136 74 210 3 11,1008
Contirastes GL T x?
B
Conjunto 1 6,1826
Heterogeneidade 4,9182 NS
*
Total 11,1008

- Geracio FZ: {WV-T00xVFN-B) (x)

8l



(A)

- Geragfo BC: (WV-7T00xVFN-8)xVFN-8

Amostras R NR Total GL X2
R 8 38 46 1 1,4203 NS
1
R2 7 39 46 1 2,3478 NS
R3 11 35 46 1 00,0289 NS
Total 26 112 138 3 3,7971 NS.
Contrastes GL Xz
Conjunto i 2,7923 NS
Heterogenejdade 2 1,0048 NS
Total 3 3,7971 NS
{B)
Amostras R NR Total GL Xz
R 10 32 42 1 0,0317 NS
1
R2 7 35 42 1 0,5185 NS
R3 34 42 0,2646 NS
Total 25 101 126 3 0,8148 NS
Contrastes GL X2
Con junto 1 1,7803 NS
Heterogeneidade 2 0,9735 NS
Total 3 0,8148 NS
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(A)

- Geraglo F: (WV-700xSanta Rita) (x}

Amostras R NR Total GL X
R 30 28 58 1 0,4828 NS
1
R2 36 22 58 1 0,7980 NS
R:3 34 24 58 1 0,1325 NS
Total 100 T4 174 3 1,4133 NS -
Contrastes GL }'(2
Con junto 1 0,1055 NS
Heterogeneidade 2 1,3078 NS
Total 3 1,4133 NS
(B)
Amostras R NR Total GL X z
R 39 23 62 1 1,1152 NS
1
R2 33 29 62 1 0,2304 NS
R3 36 26 62 1 0,0830 NS
Total 108 78 186 -3 1,4286 NS
Contrastes GL Xz
Con junto 1 0,2488 NS
Heterogeneidade 2 1,1798 NS
Total 3 1,4286 NS




- Gerago BC: (WV-700xSanta Rita)xSanta Rita

{A)

Amostras

R NR Total GL X
R 5 32 37 1 2,6036 NS
1
R2 8 29 37 1 0,2252 NS
R3 7 30 37 0,7297 NS
Total 20 91 111 3 3,5585 NS-
Contrasties GL xz
Con junto 1 2,8859 NS
Heterogeneidade 2 0,6726 NS
Total 3 3,5585 NS
(B)
Amostras R NR Total GL Xz
R 10 42 52 1 0,9231 NS
1
R2 15 37 52 1 0,4103 NS
R3 _ 9 43 52 1 1,6410 NS
Total 34 122 156 3 2,9744 NS
Contrastes GL Xz
Conjunto 1 0,8547 NS
Heterogeneidade 2 2,1197 NS
Total 3 2,9744 NS
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