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INTROGRESSAO DA CAPACIDADE DE REGENERACAO DE PLANTAS “IN
VITRO” DA ESPECIE Lycopersicon pimpinellifolium PARA CULTIVARES
COMERCAIS DO TOMATEIRO (Lycopersicon esculentum Mill.)

RICARDO TADEU DE FARIA

RESUMO

Para a aplicagio com sucesso das técnicas de cultura de tecidos e biologia
molecular é necessario que as células apresentem capacidade de regenerar plantas
completas em alto rendimento. No entanto, o tomateiro cultivado (Lycopersicon
esculentum) apresenta um baixo potencial organogenético quando comparado com as
espécies selvagens. Tendo-se como base os estudos da genética da regeneragdo descritos
por FARIA (1992) e FARIA & ILLG (1996) foram selecionados para este trabalho o
gendtipo selvagem WV-700 (Lycopersicon pimpinellifolium), com alta capacidade de
regeneracio de plantas, e trés cultivares comerciais de L. esculentum ( Petomech, Santa
Rita e VFN-8), recalcitrantes para esta caracteristica. Estudos da heranga da
regeneracio nos gendtipos de tomate acima mencionados, mostraram que a capacidade de
regeneragdo de plantas a partir de calos ¢é controlada pela interagdo de dois genes

dominantes. Dessa maneira, é possivel a transferéncia dessa caracteristica encontrada
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na espécie selvagem para cultivares comerciais. Os hibridos F; resultantes do cruzamento
de L. pimpinellifolium  com os trés cultivares comerciais de L. esculentum
produziram frutos pequenos e sem valor comercial.  Os resultados da regeneragdo de
plantas, apo6s quatro ciclos de retrocruzamento para os parentais recorrentes de L.
esculentum (Petomech, Santa Rita e VFN-8), mostraram que a alta capacidade de
regenera¢dio de plantas foi mantida em algumas plantas das progénies dos
retrocruzamentos para os trés parentais recorrentes. Desse modo, foi demonstrado
que, por meio de sucessivos retocruzamentos, € possivel se transferir para o tomateiro
comercial os alelos que controlam a capacidade de regeneragio de plantas presentes na
espécie silvestre L. pimpinellifolium e recuperar a produtividade e qualidade dos frutos

dos cultivares de L. esculentum.



INTROGRESSION OF THE PLANT REGENERATION CAPACITY IN
VITRO OF Lycopersicon pimpinellifolium FOR TOMATO COMMERCIAL

CULTIVARS (Lycopersicon esculentum Mill.)

RICARDO TADEU DE FARIA

SUMMARY

For the successful application of techniques of tissue culture and molecular
biology, the cells must present the capacity to regenerate complete plants at high return.
However, the cultivated tomato (Lycopersicon esculentum) presents low organogenetic
potential when compared with wild species. Based on studies on regeneration genetics
done by FARIA (1992) and FARIA & ILLG (1996), for the present study were selected
the wild genotype WV-700 (Lycopersicom pimpinellifolium), with high capacity of
plant regeneration, and three L. esculentum commercial cultivars (Petomech, Santa Rita

and VFN-8), recalcitrant to that characteristic.
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Studies of the regeneration genetic base in the tomato genotypes mentioned show that
the regeneration ability of plants based on calluses is controlled by an interaction of two
dominant genes. That way, its transference from wild species to commercial cultivars is
possible. The F; hybrid , resulting from the cross-breed of L. pimpinellifolium with
three L. esculentum cultivars, produced small fruit with no commercial value. The
results of plant regeneration after four back-crosses for the L. esculentum recurrent
commercial cultivar (Petomech, Santa Rita and VFN-8) showed that the high capacity
of plant regeneration was maintained in some plants of the back-cross progeny for the
three recurrent commercial cultivars. Thus, it was demostrated that, by means of
successive back-crosses, it is possible to introgress the alleles that control the plants

regeneration ability and recuperate the fruit productivity and quality of tomato cultivars.



1. INTRODUCAOQO

O tomateiro € hoje, dentre as hortalicas, a que apresenta maior interesse
econdmico . Além de ser consumido ao natural, ele ¢ ainda extensamente explorado pela
industria, na forma de sucos, purés, extratos e diversos outros produtos. Seu cultivo se
espalha por vastas regides agricolas do territorio brasileiro e a demanda do mercado,
sempre crescente, mostra que sua expansdo ainda estd longe de ter atingido um final
(NUEVO, 1994).

O inicio da tomaticultura no Brasil data do comego deste século, quando a
produgdio era basicamente para o consumo in natura, havendo algumas formas de
processamento doméstico para sua conservagio (HOFFMANN, 1985).

Esta espécie tornou-se, por uma série de caracteristicas favordveis, muito
estudada em trabalhos de genética. Entre as suas caracteristicas favordveis para os
estudos genéticos estdo: falta de duplicagdo génica na arquitetura da planta (2n=24); alta
taxa de autopolinizagfio; e facilidade de hibridiza¢Ses controladas. Além disso, € uma
planta facil de ser cultivada, tem um ciclo de vida curto e produz grande quantidade de
sementes. As pesquisas produziram mapas cromossdmicos que se situam entre 0s
melhores obtidos para plantas superiores (RICK, 1978).

Durante o processo de domesticagdo os cultivares de tomateiro foram
selecionados principalmente para caracteristicas de produtividade, perdendo porém
muitos genes que conferiam resisténcia as doengas, causadas por fungos, bactérias e

virus, e aos insetos.



A tomaticultura é hoje uma das atividades agricolas que mais utiliza fungicidas €
inseticidas em pulverizagdes, havendo a necessidade de obtengdo de cultivares
resistentes a doengas e pragas.

Devido a variabilidade genética restrita dos gendtipos de tomate cultivado €
importante avaliar o potencial genético dos taxons selvagens, incluindo o antecessor (var.
cerasiforme) e as outras espécie do género Lycopersicon (RICK, 1982).

O melhoramento  de plantas pelos métodos tradicionais de hibridiza¢do
interespecifica e sele¢do tem sido usado com bons resultados onde ndo h4 barreiras de
incompatibilidade.

No entanto, com o desenvolvimento das técnicas de Engenbaria Genética os
genes disponiveis para o melhorista ndo mais limitam-se aqueles encontrados nos géneros
e espécies dentro do mesmo “complexo genético”. Hoje ja € possivel introduzir num
cultivar genes de espécies muito distantes geneticamente e inclusive de origem ndo
vegetal.

O método mais bem sucedido, até o presente, para a obtengdo de plantas
transgéncias do tomateiro, baseia-se no uso de vetores de linhagens selvagens de
Agrobacterium tumefaciens, que permitem a insergdo estivel e a expressdo de genes
exdgenos em plantas (FISCHHOFF, 1987, GIELEN et al., 1991).

Para a aplicagio com sucesso das técnicas de cultura de tecidos e biologia
molecular é necessdrio que as células apresentem capacidade de regeneragdo de plantas
intactas em alto rendimento. No entanto, o tomateiro cultivado (Lycopersicon
esculentum Mill) tem baixo potencial organogenético quando comparado com as

espécies selvagens.



Estudos da base genética da regeneragdo em genotipos de tomate mostram que a
capacidade de regeneragdo de plantas, a partir da cultura de calos, € uma caracteristica
altamente herdada, possibilitando assim sua transferéncia de espécies selvagens para
cultivares comerciais (FRANKEBERGER, 1981b; KOORNNEEF et al. , 1987; FARIA,
1992).

Programas de melhoramento voltados especialmente para a produgdo de
gendtipos com alta capacidade de regeneracdo de plantas tem sido descrito para varias
espécies vegetais como: alfafa (BINGHAM, 1975), batata (TEMPLETON-SOMERS, et
al. , 1986), trigo (KALEIKAU et al., 1989) e tomate (KOORNNEEF, et al., 1986).

A transferéncia da capacidade de regeneragdo de plantas para cultivares
brasileiros de tomate de interesse agrondmico sdo de grande importdncia para selecionar
genotipos favordveis para futuros trabalhos de hibridizagdo somatica, cultura de anteras
visando a produgdo de haploides, selegdo invitro e transformagdo genética.

O presente trabalho teve por objetivo realizar a introgressdo da caracteristica
regeneracdo de plantas da espécie selvagem Lycopersicon pimpinellifolium Mill. para
cultivares comerciais da espécie Lycopersicon esculentum Mill. utilizando-se o método

dos retrocruzamentos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HISTORICO, ORIGEM E CARACTERISTICAS BOTANICAS

O tomate € originario da regiio que compreende o norte do Chile ao Equador,
entre o Oceano Pacifico e os Andes, e as [ihas Galdpagos (JENKINS, 1948).

No século XVI até inicio do século XVII, o tomate foi cultivado nos jardins
da Europa, como ornamental e afrodisiaco e pela beleza de seus frutos com o nome de
“pomme d’amour”. Durante um século ou mais, o tomate foi tido como venenoso,
provavelmente por ser membro das solaniceas, temida pelos europeus da época como
uma familia de plantas venenosas, tendo por isso o povo relutado em usd-lo como
alimento ( HEISER, 1977; RICK, 1978).

A toxicidade de certas espécies desta familia € atribuida aos alcaldides. O
alcaldide predominante no tomate & a tomatina que, embora em altas concentragdes na
folhagem e nos frutos verdes, transforma-se em composto inerte nos frutos maduros. Os
italianos foram os primeiros a cultivar o tomate em 1550 e, provavelmente, os primeiros
que utilizaram-no na alimentagdo humana em meados do século XVIII (RICK, 1978).

O tomateiro foi domesticado no México, e uma prova disso € que o tomateiro
silvestre ndo possui nomes nativos nos Andes, mas é conhecido na lingua Nahua do
Meéxico pelo nome de TOMATL, que seria obviamente a origem do nome atual desta

planta (SMITH, 1968).



O uso do tomate foi amplamente difundido do século XIX em diante, mas a
suposi¢do de que as plantas fossem venenosas persistiu amplamente mesmo no século
XX em muitas 4reas, incluindo a Ameérica do Norte, para a qual a planta tinha sido
levada por colonizadores (RICK, 1978).

No Brasil, a introdu¢do do tomate deve-se aos imigrantes italianos do fim do
século passado. A cultura se desenvolveu com a vinda dos imigrantes japoneses, porém,
somente para fins de consumo in natura. Em apenas trés décadas de processo de
sele¢do, o tamanho e o peso médio do tomate do grupo “Santa Cruz” foram dobrados,
adquirindo consideravel capacidade de adaptagdo e elevado valor comercial em todo o
mundo (NAGAI, 1993).

A industria do tomate no Brasil iniciou-se durante a Segunda Guerra Mundial.
Até entdo, a maior parte do tomate industrializado era importado da Argentina ou [télia,
com uma pequena produgdo de origem caseira. A partir de 1950, a indistria tomou um
impulso muito grande, estabilizando-se na década de 60 e tomando um novo alento a
partir de 1970. Hoje o Brasil situa-se entre os maiores produtores mundiais, juntamente
com os Estados Unidos, Italia, Grécia, Egito, Turquia, Espanha, México, Portugal
(MINAMI, 1982).

Essa conjuntura favordvel, a partir de 1970, provocou a restruturagdo da
indistria de derivados de tomate. Os equipamentos se modernizaram € aumentou
também a vinculagio da industria com os produtores de tomate rasteiro impondo
profundas transformagdes no segmento agricola, visando sobretudo, a garantia de
suprimento da matéria-prima e controle de qualidade. A indistria ampliou seus niveis de

exigéncia tecnolégica, passando a firmar contratos de fornecimento apenas com



tomaticultores que atendessem aos padrdes tecnologicos minimos requeridos pela
industria. (HESPANHOL, 1991).

O tomateiro ( Lycopersicon esculentum Mill) ¢ uma planta dicotiledonea,
pertencente a familia Solanaceae. O género Lycopersicon possui dois subgéneros :
Eulycopersicon e Eriopersicon . Atualmente, o género Lycopersicon ¢ composto por
nove espécies. O género Eulycopersicon compreende as espécies L. esculentum
(tomate cultivado) e L. pimpinellifolium, ambos com frutos avermelhados quando
maduros. O género Eriopersicon, compreende as espécies: L. chilense, L. peruvianum,
L. hirsutum, L. parviflorum , L. cheesmanii, L. pennellii € L. chmielewskii, de frutos
verde e arroxeados quando maduros (WARNOCK, 1988).

O caule do tomateiro novo € herbaceo, suculento e coberto de pélos glandulares,
tornando-se lenhoso e fino quando a planta cresce. Quanto ao habito de crescimento o
tomateiro pode ser de crescimento indeterminado (apresentam domindncia apical) ou
determinado ( sem dominAncia apical). O sistema radicular € pivotante. As raizes podem
alcancar até 1,5 m de profundidade desde que ndo sejam danificadas no transplante e
consequentemente, infectadas por patdgenos (ex.: nematdides), impedidas por camadas
adensadas de solo, debilitadas por deficiéncias nutricionais, etc. As folhas sdo
alternadas, compostas de nimero impar de foliolos e cobertas com pélos, na maioria
glandulares, que emitem um cheiro caracteristico a0 serem esmagados com 0 manuseio.
As flores sdo hermafroditas e a polinizag@io ¢ por autofecundagdo. RICK, (1958), em
seus estudos realizados com tomates silvestres do Equador, Peru e parte do norte do
Chile, observou que, ao contrdrio do que sucede com o tomate comum, que €

principalmente autégamo, ocorre alta taxa de cruzamento natural nas espécies silvestres.



Os frutos sdo carnosos e suculentos (baga) e possuem formato globular-achatado a
alongado. Os cultivares do grupo Santa Cruz possuem de dois a trés loculos e os
cultivares do grupo Salada de cinco a dez loculos. As sementes sdo reniformes, pequenas,
com pélos bem curtos e de coloragdo marrom-clara, apresentando o embrido disposto

internamente em espiral (PINTO & CASALI, 1980).

2.2. HIBRIDIZACAO INTERESPECIFICA NO TOMATEIRO

O género Lycopersicon ¢ atualmente composto por nove espécies: L.
esculentum Mill., L. pimpinellifolium Mill., L. cheesmanii Riley, L. hirsutum Humb &
Bonpl., L. penellii D’Arcy, L. chmielewskii Rick, L. parviflorum Rick, L. peruvianum
Mill. e L. chilense. Dun. ( NAGAI, 1993).

Nio existem barreiras nos cruzamentos entre L. pimpinellifolium e L. esculentum.
Deste modo, € possivel - a introgressdo de genes entre essas duas espécies (RICK,
1978). Por outro lado, de acordo com os estudos realizados por HOGENBOOM
(1972 a, b) as espécies L. peruvianum e L. chilense apresentam sistemas de
incompatibilidade nos cruzamentos interespecificos com o tomateiro cultivado L.
esculentum .

O tomateiro (L. esculentum) ¢ um exemplo tipico de planta cultivada que foi
beneficiada com a introgressdo experimental de genes de germoplasmas de espécies
silvestres, 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 dréstica

de incompatibilidade com tomate cultivado (L. esculentum) , hA necessidade de fazer o



resgate de embriGes imaturos para obtengdo de plantulas hibridas (KINSARA et al, 1986;
FONSECA, 1987).

De acordo com RICK (1982) e NAGAI (1993) muitas das doengas e pragas
comuns do tomateiro cultivado (L. esculentum) encontram fatores genéticos de
resisténcia dentro das espécies silvestres, como por exemplo:

mL peruvianum LA 444-1 e L. hirsutum P.I. 134417 resisténcia a traca do

tomateiro;

W L. peruvianum LA 444-1: resisténcia ao virus da vira-cabega, nematdides e

fungo verticilium;

B L. pimpinellifolium: resiténcia a murcha de fusarium, murcha de estenfilium e

murcha de cladosporium;

B L. chilense: resisténcia ao broto crespo;

Além da resisténcia a pragas e doencas, as espécies silvestres do tomateiro
possuem outros genes de interesse no melhoramento genético como:

B L. hirsutum: resisténcia a baixas temperaturas;

B L. pimpinellifolium: resisténcia a altas temperaturas;

W L. cheesmannii: resisténcia a salinidade;

B L. chmielewskii: alta concentra¢do de solidos soluveis.



2.3. ANALISE GENETICA DA REGENERACAO DE PLANTAS EM TOMATE

A regeneracdo de plantas a partir da cultura de calos de tomate tem sido descrita
como uma caracteristica genética dominante (FRANKENBERGER et al, 1981b; KUT
& EVANS, 1982; ADAMS & QUIROS, 1985; KOORNNEETF et al, 1986; TAN et al,
1987, KOORNNEEF et al., 1987, WIJBRANDI et al., 1988 & FARIA,1992) ¢
controlada por dois genes dominantes com interagdo complementar( KOORNNEEF et
al,, 1987 ; FARIA , 1992; FARIA & ILLG, 1996).

De acordo com a andlise dialélica para a regeneragdo de plantas de gendtipos
selecionados por FRANKENBERGER et al. (1981b), foi demostrado que houve uma
alta herdabilidade para a regeneragio de plantas ( h ’= 0,98), sugerindo portanto um
modelo de heranga qualitativa para esta caracteristica.

Uma alta herdabilidade para regeneragio de plantas (h = 0,87) também foi
encontrada em uma popula¢do derivada de hibridos de L. esculentum (sem capacidade
para regenerar plantas) e L. peruvianum (com alta capacidade de regeneragdo de plantas).
Foi sugerido que provavelmente dois genes dominantes controlam a diferenciagdo de
plantas a partir da cultura de calos estabelecidos de tomate, sendo que o crescimento dos
calos e a regeneragdo de plantas nfo apresentaram correlagdo nas populagdes estudadas
(KOORNNEEF et al., 1987).

O fato do genétipo silvestre L. peruvianum apresentar melhor resposta de
regeneracio de plantas quando comparado com L. esculentum havia sido descrito
previamente tanto para a cultura de calos (MORGAN & COCKING, 1982; LOCKY,
1983) como para protoplastos (ZAPATA et al, 1977, MUHLBACH, 1980; THOMAS

& PRATT, 1981).
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Em alguns estudos sdbre o controle genético da regeneracdo de plantas em
tomate foi verificada a ocorréncia de heterose e do efeito citoplasmatico (OHKI et al.,
1978; TAN et al., 1987).

Dos trabalhos analisados, pode-se concluir que a inducdo de calos com alta
capacidade de regeneragio de plantas ¢ resultado da interagdo do genétipo e de vérios
outros fatores como: meio de cultura, tipo de explante, idade ontoldgica do tecido,

balanco dos fitorreguladores e das condigdes ambientais (temperatura, umidade, luz, etc).

2.4. TRANSFERENCIA DA CAPACIDADE DE REGENERACAO DE PLANTAS
“IN VITRO” NO TOMATEIRO E EM OUTRAS CULTURAS

KOORNNEEF et al. (1986), obtiveram um genoétipo superior para regeneracdo
de plantas “in vitro” a partir do cruzamento de L. peruvianum com L. esculentum . O
gendtipo denominado MsK93, apresentou Otimos resultados de regeneracdo nos
experimentos de transformagdo de disco foliar mediada pela Agrobacterium tumefaciens.
Apesar desses resultados satisfatérios foi verificado que o aborto de embrides continuou
a ocoITer nos Sucessivos retrocruzamentos com os cultivares comerciais, dificultando
deste modo a recuperagio das caracteristicas agrondmicas do fruto.

A transferéncia da caracteristica regeneracdo de plantas da espécie silvestre para
o tomate cultivado foi sugerida por WIJBRANDI et al. (1988), por meio da fusdo de
protoplastos de L. peruvianum e L. esculentum. Os hibridos somaticos apresentaram
uma alta capacidade de regeneragdo de plantas e foram identificados pelo padrdo
isoenzimatico para fosfatase cida, locus Aps-1, localizada no cromossomo 6. O parental

L. peruvianum ¢ heterozigoto para este gene, enquanto L. esculentum & homozigoto para
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diferentes alelos, o que resulta em uma tnica banda. O produto da fusdo destas duas
espécies apresenta as bandas parentais e algumas adicionais.  Entretanto, pelo fato da
espécie L. peruvianum apresentar frutos pequenos e verdes, mesmo quando maduros, e
por continuar a ocorrer o aborto de embrides nos retrocruzamentos, ndo foi possivel
recuperar as caracteristicas de fruto desejaveis agronomicamente da espécie L.
esculentum.

Por outro lado, de acordo com os resultados descritos por FARIA & ILLG,
1996, a transferéncia da capacidade de regeneragdo de plantas de L. pimpinellifolium
para cultivares comerciais de L. esculentum, por meio de sucessivos retrocruzamentos,
deve ser conseguido sem grandes dificuldades, pelo fato desta espécie hibridizar-se
facilmente com o tomate cultivado por nfo apresentar problemas de incompatibilidade,
aborto de embrides e por apresentar frutos de coloracdo vermelha.

A transferéncia dos genes da regeneragdo para germoplasmas elite, via
cruzamentos, tem sido descrito também para outras culturas como: alfafa (BINGHAM
et al, 1975; WAN et al,, 1988), milho (TOMES & SMITH, 1985; PRIOLI, 1987
NOVAK et al., 1988), trigo (BULLOCK et al., 1982; LAZAR et al, 1984) e trevo
(BHOJWANI et al., 1984).

A realizacdo de estudos complementares objetivando a identificagdo de genes
marcadores ligados 4 regeneragdo de plantas sdo de fundamental importincia para auxiliar
nos programas de selegio e melhoramento para esta caracteristica favordvel nos
trabalhos de cultura de tecidos (WAN et al, 1988; HOSPITAL et al, 1992;

KOORNNEEF, 1993).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. GERMOPLASMA

O germoplasma que foi utilizado neste trabalho foram cedidos pelo pesquisador
Dr. Walter Siqueira da Segdo de Genética do Instituto Agrondémico de Campinas. A
multiplicagdo do germoplasma foi realizada em casa de vegetagdo na 4rea experimental
do Departamento de Genética e Evolugdo da Universidade Estadual de Campinas.

O gendtipo selvagem WV-700 (Lycopersicon pimpinellifolium Mill.) com alta
capacidade para regenera¢do de plantas e os trés cultivares comerciais do tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill),  recalcitrantes para esta caracteristica, foram
selecionados para este trabalho de acordo com os resultados descritos por FARIA &
ILLG, 1991 (FIGURA 1).

Os trés gendtipos 'do tomateiro cultivado apresentam caracteristicas distintas

quanto ao grupo, habito de crescimento e forma de utilizagdo comercial (TABELA 1).
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Figura 1. Morfologia dos frutos do genétipo selvagem WV-700 (L.

pimpinellifolium) com alta capacidade para regeneragdo de plantas e dos trés
cultivares comerciais de L. esculentum Mill. (Santa Rita, Petomech e VFN-8)

recalcitrantes para esta caracteristica.
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TABELA 1. Descri¢do do grupo, habito de crescimento e forma de utiliza¢do

comercial dos genoétipos de L. esculentum selecionados como parentais

recorrentes.
Habito de Forma de
Cultivar Grupo crescimento utilizagdo comercial
Petomech Quadrado Determinado Industria
Santa Rita Santa Cruz Indeterminado Consumo “in natura”
VFN-8 Caqui Determinado Consumo “in natura”

Com rela¢do ao peso médio dos frutos, o genétipo silvestre L. pimpinellifolium
(WV-700) produz frutos com 1,87g, enquanto o peso médio dos frutos do terceiro cacho
dos cultivares comerciais sdo: Petomech (55,51g), Santa Rita (62,53g) e VEFN-8

(110,66).

3.2. CRUZAMENTOS ARTIFICIAIS

Visando a obten¢do das progénies hibridas F; o gendtipo selvagem WV-700 (L.
pimpinellifolium), que apresenta uma alta capacidade para regeneragdo de plantas foi
utilizado como doador de pdlen no cruzamento com os cultivares recalcitrantes para essa

caracteristica: Petomech, Santa Rita e VFN-8 (L. esculentum).
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A espécie selvagem L. pimpinellifolium ndo apresenta  problemas de
incompatibilidade com a espécie cultivada de L. esculentum, possibilitando cruzamentos
interespecificos dirigidos ( RICK, 1978).

As flores dos parentais recorrentes (Petomech, Santa Rita e VFN-8) foram
emasculadas antes de se abrirem, com auxilio de uma pinga e os estigmas polinizados com
um palito. A polinizagdo foi repetida novamente 24 h apds a emascula¢do para garantir 0
pegamento dos cruzamentos.

As flores polinizadas foram marcadas com pedacos de 13 colorida para

identificagdo dos frutos originados pelos cruzamentos.

3.3. METODO DOS RETROCRUZAMENTOS

O método dos retrocruzamentos constitui-se em uma maneira precisa de melhorar
cultivares que sdo muito bons, com relagdo a um grande mimero de atributos, porém sdo
deficientes em algumas caracteristicas (VENCOVSKY & BARRIGA, 1992).

O método dos retrocruzamentos ¢é um método convencional, o qual permite
transferir um alelo ou alguns poucos alelos de um parental denominado nfo recorrente
ou doador ( PD) a outro chamado recorrente (PR). O parental recorrente, geralmente, €
um cultivar de interesse comercial, mas apresenta a falta de um alelo desejavel. Esse alelo
desejavel ¢ transferido por meio de cruzamentos do parental doador com o parental

recorrente (MONTALVAN & DESTRO, 1997).
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Os retrocruzamentos com oOs respectivos parentais recorrentes de L.
esculentum ( Petomech, Santa Rita e VFN-8), visando a transferéncia da caracteristica
regeneragdo de plantas, foi realizado de acordo com a adapta¢do do esquema proposto

por ALLARD, 1971 ( FIGURA 2).

Recorrente Doador

aabb X AABB
Geracgdo: J
F AaBb X aabb

J
RC, aabb*: aaBb*: Aabb*: AaBb X aabb
J
RG; aabb*; aaBb*: Aabb*: AaBb X aabb
J
RG; aabb*: aaBb*: Aabb*: AaBb X aabb
!

RC, aabb*: aaBb*: Aabb*: AaBb

_ 1®
RCs F; 1 AABB: 8 A B :3 A bb*:3 aaB*_: 1 aabb*

I® I®

Fileiras Fileiras
ndo segregantes segregantes

* Plantas descartadas ap6s a analise da capacidade de regeneragdo de plantas “in vitro™.

Figura 2. Transferéncia de dois alelos dominantes pelo método do retrocruzamento

(adaptado de ALLARD, 1971).
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3.4. SELECAO DAS PLANTAS COM ALTA CAPACIDADE DE
REGENERACAO DE PLANTAS

Apdés cada geracdo de retrocruzamento com os cultivares comerciais de L.
esculentum, foram colocadas para germinar 100 sementes de cada progénie em placas
de petri em condigdes assépticas. As plantulas obtidas forneceram os explantes de
hipocétilo que foram utilizados para a induggo de calos e regeneragdo de plantas.

Os apices de cada plantula foram excisados dos hipocoétilos, sendo que cada apice
proveniente de cada hipocétilo recebeu uma numeragdo correspondente. Os segmentos
de hipocétilo de cada plantula foram colocados para indugio de calos e analisados
quanto a capacidade de regeneragdo de plantas, enquanto isto, os respectivos dpices
foram propagados e enraizados “in vitro”.

As plantulas provenientes dos apices dos hipocétilos que apresentaram uma alta
capacidade de regeneragdo de plantas foram transferidas para substrato organo-mineral,
aclimatizadas e cultivadas na casa de vegetagdo para avaliagdo do peso médio dos
frutos. As plantas que produziram frutos com maior peso médio foram propagadas por

estaquia para fornecerem o pélen para o retrocruzamento subsegiiente.



18

3.5. ESTERILIZACAO DAS SEMENTES PARA OBTENCAO DOS
EXPLANTES
Os explantes utilizados nos experimentos foram segmentos de hipocotilos com
5 mm de comprimento, de sementes germinadas “in vitro”. Na literatura existem vérios
trabalhos mostrando que esse tecido é favoravel para a indugdo de calos e regeneragio de
plantas do tomateiro ( GUNAY & RAO, 1980; ZELCER et al., 1984; TORRES &
ROMANO, 1987; BULK et al., 1990; GREER & TABEIZADEH, 1991).

A assepsia das sementes para obtengdo dos explantes de hipocétilos foi feita
através da esterilizagdo superficial com solugdo aquosa de hipoclorito de s6dio comercial
com 2,5% de cloro ativo a 33% v/v, sob agita¢do, por um periodo de 20 minutos. Em
seguida as sementes foram lavadas por 3 vezes em 4gua autoclavada, na cdmara de fluxo
laminar. Posteriormente, as sementes foram colocadas em placas de petri contendo o
meio de cultura para germinacgdo e levadas para cimara de cultura na presenga de luz,
aproximadamente 50 uEm 2s "', fotoperiodo de 16 horas luz ¢ temperatura de 26 °C.

Estas condi¢des de luminosidade e temperatura foram mantidas para todos os

experimentos.

3.6. MEIOS DE CULTURA
3.6.1. MEIO PARA GERMINACAO DE SEMENTES
O meio de cultura utilizado para a germina¢do de sementes foi o meio de
MURASHIGE & SKOOG (1962), com a metade da concentragdo dos macronutrientes

e sem a adicio de sacarose. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da
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adicdo do agar (7g/1) com gotas de KOH (0.5 M) ou HC! (IN). O meio de cultura foi
autoclavado a 120 °C , 1 atm por 20 minutos em frascos erlemeyer de 500 ml e em
seguida 20 ml de meio foram distribuidos por placa de petri na cdmara de fluxo laminar.
O ajuste do pH e a distribuicdo do meio de cultura em placas de petri foram mantidos em

todos 0s experimentos.

3.6.2. MEIO PARA INDUCAO DE CALOS

O meio de cultura utilizado para a indugdo de calos foi 0 meio de MURASHIGE
& SKOOG (1962), com a metade da concentracdo dos macronutrientes , acrescido de
10mg/1 de tiamina e 0,5 g/l de caseina hidrolizada. A combinac¢do de fitorreguladores
utilizadas no meio para a indugdo de calos foi de | mg/l de 4acido 3-indolilacético (AIA)
e 2,25 mg/l de 6-benzilaminopurina (6-BA), de acordo com os estudos realizados por
ILLG & SIQUEIRA (1984). Os explantes de hipocétilo foram mantidos nesse meio de

cultura por um periodo de 15 dias.

3.6.3. MEIO PARA REGENERAGCAO DE PLANTAS

Os constituintes do meio utilizado foi 0 mesmo que o descrito para a fase de
indugdo de calos. Porém, a combinagio de fitorreguladores utilizadas foi é4cido 3-
indolilacético (AIA) 0,5 mg/l e 6-benzilaminopurina (6-BA) 5,0 mg/1. Os calos foram
mantidos no meio de regeneragdo de plantas por 60 dias, sendo feita a renovagdo do meio

de cultura apds 30 dias de cultura.
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3.6.4. MEIO PARA PROPAGACAO E ENRAIZAMENTO DOS APICES

O meio de cultura utilizado para a propaga¢do e enraizamento dos dpices do
tomateiro foi 0 meio de MURASHIGE & SKOOG (1962), sem a presenga de
fitorreguladores. As plantas foram propagadas através de cortes das gemas axilares e

subcultivadas a cada 30 dias.

3.6.5. PROCEDIMENTO PARA INDUCAO DE CALOS

Apos a germinagdo das sementes os hipocétilos das plantulas foram seccionados
com o auxilio de uma tesoura em segmentos de aproximadamente Smm, dispostos em 8
fileiras, perfazendo um total de 80 explantes por placa de petri. Em seguida as placas de
petri foram vedadas com filme de PVC e transferidas para a cimara de cultura na

presenga de luz. Os explantes foram mantidos por 15 dias no meio de indugdo de calos.

3.6.6. PROCEDIMENTO PARA REGENERAGAO DE PLANTAS

Os calos formados na fase anterior foram transferidos para placas de petri
contendo o meio de regeneragdo de plantas por um periodo de 60 dias. A renovagdo do
meio de cultura foi feita apds 30 dias de cultura.

Os calos foram avaliados apds 60 dias quanto a capacidade de regenerar plantas.
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3.7. AVALIACAO DO PESO MEDIO DOS FRUTOS NOS SUCESSIVOS
RETROCRUZAMENTOS

As plantas que apresentaram capacidade para regeneracdo, selecionadas por
meio dos sucessivos retrocruzamentos, foram cultivadas na casa de vegeta¢do para a
avaliacio do peso médio dos frutos. Os frutos do terceiro cacho foram colhidos e
pesados. PARRAGA (1963) observou que essa caracteristica € a mefhor indicadora do
peso médio dos frutos e da produtividade do tomateiro.

O espagamento e os tratos culturais foram realizados de acordo com as
recomendacSes técnicas para o cultivo do tomateiro (FILGUEIRA, 1982).

Os frutos do terceiro cacho, provenientes de cada planta, foram pesados
individualmente e utilizou-se os testes “F” e “Tukey” para detectar as diferencas

estatisticas.



4.RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1.CRUZAMENTOS ARTIFICIAIS

No presente trabalho, foi observado que ndo houve problemas no pegamento
das polinizagdes realizadas entre a espécie selvagem L. pimpinellifolium com os cultivares
comerciais de L. esculentum . Os frutos hibridos apresentaram um crescimento normal e
as sementes foram produzidas em grande quantidade por ndo haver problemas de
incompatibilidade no desenvolvimento dos tubos polinicos durante a fecundagdo e,
possivelmente, 0 pareamento normal dos cromossomos na meiose.

KOORNNEEF et al, 1986  realizaram hibridiza¢cGes entre a espécie L.
peruvianum, com alta capacidade de regeneragdo de plantas, e cultivares do tomateiro
(L. esculentum Mill.) recalcitrantes para esta caracteristica . O hibrido obtido foi
denominado de MsK93 e apresentou alta capacidade de regeneragdo de plantas. Porém,
nos retrocruzamentos com L. esculentum houve uma alta freqiiéncia de aborto de
embries devido a uma incompatibilidade existente nos cruzamentos entre essas espécies.

Nos resultados das analises de RFLP, descritas por MILLER e TANKSLEY
(1990), foi constatado que a espécie L. pimpinellifolium ¢ uma das espécies silvestres
mais proxima do tomateiro cultivado, sugerindo, portanto, que a variagdo genética

encontrada nesta espécie é facilmente utilizivel para o melhoramento do tomateiro.
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4.2. ESTERILIZACAO DAS SEMENTES PARA OBTENCAO DOS EXPLANTES

A esterilizagdo superficial das sementes com solugdo aquosa de hipoclorito de
sodio comercial, com 2,5 % de cloro ativo, a 33 % v/v, durante 20 minutos, foi
altamente eficiente na desinfeccdo das sementes. A frequéncia de contaminagdes

fingicas e bacterianas foram inferiores a 5 % para todos os genétipos analisados.

4.3. MEIO PARA GERMINACAO DE SEMENTES

As sementes germinaram de forma homogénea apos 4-5 dias de cultivo no meio
de MURASHIGE & SKOOG (1962), com a metade da concentragdo dos
macronutrientes e sem adi¢do de sacorose. Foi observado que a germina¢do na presenca
de luz , propiciou o crescimento de hipocdtilos mais vigorosos do que as sementes
germinadas no escuro. Em fun¢do disso, em todos os experimentos, optou-se pela

utilizagdo de explantes das sementes germinadas na presenca de luz.

4.4. MEIO PARA INDUCAO DE CALOS

O meio de cultura MS, suplementado com  AIA (1,0mg/l) e 6-BA
(2,25mg/1), mostrou-se adequado para a indug@o de calos a partir de explantes de
hipocétilo do tomateiro. Apds 10 dias de cultura foi observada uma grande proliferagdo
celular nas extremidades dos explantes e aos 15 dias de cultura os calos estavam

formados.
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A inducdo de calos na presenca da luz propiciou a formagdo de calos verdes e

com textura compacta para todos os genotipos analisados.

4.5. MEIO PARA REGENERACAO DE PLANTAS

A concentra¢do de fitorreguladores utilizada AIA (0,5mg/l) € 6-BA (5mg/l), no
meio basal d¢ MURASHIGE & SKOOG (1962), mnduziu uma alta freqiiéncia de
regeneragdo de plantas para determinados genétipos, permitindo assim a selegdo das
plantas que possufam os alelos da regeneragdo. A regeneragdo dos calos nessas
condi¢des de cultivo ocorreu sempre por organogénese. No entanto, hd autores que
observaram a regenmeragdo por embriogénese somdtica no tomateiro ( ZAPATA &
SINK, 1981; GILL et al., 1995; NEWMAN et al., 1996).

Embora evidéncias conclusivas estejam faltando, a embriogénese somdtica €&
usualmente postulada como iniciagdo de uma tnica célula, enquanto, a organogénese de
acordo com os estudos histoldgicos de calos do tomateiro descritos por MONACELLI et
al. (1988), deve envolver um grupo de células iniciais.

CRINO et al., 1994 observaram o aparecimento de quimeras nas plantas de
tomateiro regeneradas a partir de cotilédones irradiados, sugerindo, portanto, o
envolvimento de mais de uma célula no processo de regeneragao .

A regeneracdo de plantas a partir de calos do tomateiro em alta freqiéncia € o
resultado da interagdio de vérios fatores como: gendtipo, tipo de explante, composi¢do
do meio de cultura e condi¢cdes ambientais (BELLINI et al., 1990; ZORZOLI et al,,

1994; MARCENARQO et al, 1994; PRATTA et al, 1997) .
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Diferengas genotipicas para habilidade de formacdo de calos e regeneracdo de
plantas tem sido descritas, com freqiiéncia, para o tomateiro (ILLG & SIQUEIRA,
1984; ZELCER et al., 1984; TORRES & ROMANO, 1987).

De acordo com os resultados descritos por KOORNNEEF et al. (1987), foi
concluido que as condi¢Ges de cultura para expressdo da regeneragdio de genOtipos
cultivados do tomateiro comercial (L. esculentum Mill.) sio muito especificas, enquanto
as exigéncias das células da espécie silvestre (L. peruvianum) sdo menores.

O tipo € o estadio de desenvolvimento do tecido utilizado como fonte de explante
alteram também a expressdo da morfogénese de um determinado gendtipo. Os explantes
usualmente usados nos experimentos de cultura de tecidos do tomateiro, com resultados
favordveis para regeneracdo de plantas sdo os discos foliares (PADMANABHAN, 1974;
KARTHA et al, 1976; PENCE & CARUSO, 1984; MATOS & CORDEIRO, 1988) e
hipocétilos de plantas germinadas “in vitro”(ZELCER et al., 1984; BULK et al., 1990).

O meio bdsico freqiientemente usado para indu¢do de calos e regeneracdo de
plantas do tomateiro é o MS - MURASHIGE & SKOOG (1962). Alternativamente,
muitos estudos tem sido reportados com o intuito de identificar o tipo de explante e a
concentragdo ideal de fitorreguladores para indugdo de calos e regeneracdo de plantas
(BEHKI & LESLEY, 1976; OHKI et al, 1978; FRANKERBERGER et al.,, 1981;
GARCIA-REINA & LUQUE, 1988; CHI & PUA , 1989; BRANCA et al. , 1990).

O balan¢o auxina e citocinina exercem um papel fundamental na diferenciagdo de
plantas (LAZZERI et al.,, 1987). No entanto, outros elementos bdsicos do meio de

cultura como nitrato de aménio (BEHKI & LESLEY, 1980), boro (SERESINHE &
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OERTLI, 1991) e sacarose (DERKS et al. , 1990) sdo necessarios em determinadas
concentragdes para a indugdo de alta freqliéncia de calos morfogenéticos do tomateiro.

E muito freqilente, apds alguns meses de cultura, os calos do tomateiro
apresentarem-se com colorag@o escura. De acordo com CAPPADOCIA & RAMULU
(1980), a senescéncia dos calos de tomateiro pode ser revertida com a suplementacio de
dgua de cdéco (20%v/v), 6-BA (0,05 mg/l) no meio de cultura MS, e na auséncia de
auxina. Esse ajustamento da composi¢io do meio de cultura propiciou a capacidade de

regeneragdo de plantas de calos de longa duragdo.

4.6. MEIO PARA PROPAGACAO E ENRAIZAMENTO DOS APICES

A micropropaga¢do do tomateiro por meio da seg¢do de brotos apicais e axilares
resultantes do crescimento de apices do tomateiro cultivado no meio MS, sem a presenga
de fitorreguladores, propiciou uma taxa de multiplicagdo de 1 para 5, num ciclo regular
de 4 semanas (FIGURA 3). Esse procedimento permitiu a propagacédo clonal rapida de
"genétipos selecionados do tomateiro, em fungdo de ndo ter ocorrido a formagdo de
calos que podem originar plantas regeneradas mutantes, devido a variagdo somaclonal.

Variagdo somaclonal é um termo introduzido por LARKIN & SCOWCROFT
(1981) para designar todos os tipos de variagdo que ocorrem em plantas regeneradas de
cultura de tecidos e de células.

No entanto, a propagagdo ‘in vitro’, via calos organogénicos ou embriogénicos ¢
inevitavel, no caso de certas espécies economicamente importantes, principalmente alguns

cereais, leguminosas, forrageiras, espécies florestais e palmeiras tropicais. Além disso,
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qualquer regenera¢io de plantas, a partir de protoplastos, requer a passagem por pelo
menos uma fase de calo . Esta operacdo € certamente um componente essencial dos
procedimentos utilizados para a producdo de regenerantes geneticamente engenheirados,
a partir de protoplastos transformados (CHEN & ADACHI, 1994).

Na literatura tem sido relatado que, para algumas culturas, os calos podem
regenerar piantas genotipicamente uniformes durante anos . Estes calos estdveis foram
descritos para géneros como Lilium (SHERIDAN, 1968), Freesia (DAVIES, 1972),
Chrysanthemum (EARLE & LANGHANS, 1974) e Hemerocallis (KRIKORIAN et al,,
1981). O enraizamento das plantas micropropagadas ocorreu de forma eficiente no meio

MS sem a adi¢do de fitorreguladores.



Figura 3 Micropropagagéo “ in vitro” do tomateiro por meio de se¢bes de brotos
apicais e axilares no meio de cultura MS, sem a adigdo de fitorreguladores.

Taxa de multiplicagdo de plantas de 1 para 5, num periodo de 4 semanas.

28
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4.7. SELECAO DAS PLANTAS COM ALTA CAPACIDADE DE
REGENERACAO DE PLANTAS

O procedimento de se adotar um numero correspondente a cada épice
proveniente de cada hipocotilo, das sementes germinadas “in vitro”, foi uma metodologia
eficiente para a  sele¢do das plantas que possuiam os genes da regeneragdo, nos
sucessivos retrocruzamentos com os parentais recorrentes de L. esculentum Mill.

( FIGURA 4).

A utilizagio de segmentos de hipocétilo como explante para indugdio de calos do
tomateiro tem a vantagem de produzir calos de tamanho uniforme. Além disso. ha
trabalhos na literatura mostrando que plantas regeneradas desse tipo de explante
apresentam, geralmente, 0 NUMEro Cromossdmico normal (2n=24). Ou seja, hi uma

baixa ocorréncia de mutacdo ( ASAKURA et al., 1995).
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Figura 4. Cada fileira de calos foi obtida de segmentos de um unico hipocétilo de

sementes germinadas “in vitro”. Cada fileira de calos e o repectivo

apice excisado do hipocétilo receberam uma numeragdo correspondente,
permitindo, desse modo, a selegdo das plantas com alta capacidade de
regeneragdo, Nos sucessivos retrocruzamentos com os parentais recorrentes de

L. esculentum Mill.
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4.8. AVALIACAO DO PESO MEDIO DOS FRUTOS RESULTANTES DO
PRIMEIRO RETROCRUZAMENTO COM OS PARENTAIS
RECORRENTES DE L. esculentum Mill

As plantas selecionadas para a caracteristica regeneragdo de plantas do primeiro
retrocruzamento apresentaram diferencas significativas com relag@o ao peso médio dos
frutos (TABELAS 2,3 e 4).

Algumas plantas apresentaram a morfologia das folhas e a arquitetura da planta
mais similares aos genotipos dos parentais recorrentes de L. esculentum Mill.
(Petomech, Santa Rita ¢ VFN-8) do que com a espécie selvagem L. pimpinellifolium
(FIGURA5).

As plantas resultantes do primeiro retrocruzamento selecionadas para a
caracteristica regeneragdo de plantas ¢ que produziram frutos de maior peso médio,
denominadas : P-08 (28,736g) e P- 63 (28,678g), S-16 (31,407g) e S-15 (30,410g), V-
92 (39,128g) e V-14 (36,856g) foram utilizadas como doadoras de pélen no segundo
retrocruzamento com 0s respectivos parentais recorrentes de L. esculentum Mill.

(TABELAS 2,3 ¢ 4).
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Tabela 2. Avaliacdo do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas resultantes
do primeiro retrocruzamento com o parental recorrente Petomech (L.

esculentum Mill.).

RC, Petomech PESO MEDIO DOS FRUTOS
GENOTIPOS (gramas)

P-08 28,736 a
P-63 28,678 a
P-09 25,404 b
p-28 20,264 ¢
P-52 20,010 ¢
P-16 17,386 d
P-05 16,906 de
P-37 16,598 def
P-58 14,616 ef
P-44 14,280 f
P-45 10,260 g

Média = 19, 376 Petomech = 55,51g

DM.S. 5% =2.45

CV.=590%

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 3. Avalia¢do do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas resultantes
do primeiro retrocruzamento com o parental recorrente Santa Rita (L.

esculentum Mill.).

RC, Santa Rita PESO MEDIO DOS FRUTOS
GENOTIPOS (gramas)
S-16 31,407 a
S-15 30,410 ab
S-09 29,084 b
S-48 25362 ¢
S-56 21,404 d
S-07 19,127 e
S-72 16,212 f
S-11 16,034 f
S-23 15,115 fg
S-37 13,994 ¢
Média = 21,815 Santa Rita = 62,53¢g
D.M.S. 5% = 1,94
C.V.=420%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 4. Avaliagdo do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas resultantes
do primeiro retrocruzamento com o parental recorrente VFN-8 (L.

esculentum Mill.).

RC, VFN-8 PESO MEDIO DOS FRUTOS
GENOTIPOS (gramas)
V-92 39,128 a
V-14 36,856 b
V-31 36,722 b
V-62 30,891 c
V-53 29,940 ¢
V-45 29,832 ¢
V-81 27,310d
V-11 27,200 d
V-27 26,391 d
V-67 22,534 ¢
V-16 20,706 ef
V-06 20,373 ef
V-19 20,258 f
V-61 18,622 f
Média = 27,626 VFN-8 = 110,66¢
DM.S. 5% =2,22
C.V.=3,63 %

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.



Figura 5. Plantas resultantes do primeiro retrocruzamento mostrando caracteristicas
fenotipicas como arquitetura da planta e morfologia das folhas mais
similares aos gendtipos dos parentais recorrentes de L. esculentum do
que com a espécie silvestre L. pimpinellifolium.

A direita: RC; com VFN-8.

A esquerda: RC; com Santa Rita.
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4.9. AVALIACAO DO PESO MEDIO DOS FRUTOS RESULTANTES DO
SEGUNDO RETROCRUZAMENTO COM OS PARENTAIS
RECORRENTES DE L. esculentum Mill

As plantas do segundo retrocruzamento selecionadas para a caracteristica
regenera¢do de plantas apresentaram diferengas significativas com relagdo ao peso médio
dos frutos (TABELAS 5,6 ¢ 7).

As plantas resultantes do segundo retrocruzamento  selecionadas para a
caracteristica regeneracdo de plantas e que produziram frutos de maior peso médio,
denominadas: P-63-32 (46,569g) ¢ P- 63-61 (43,957g), S-16-29 (55,687g) e S-15-33
(47,037g), V-92-66 (79,337g) e V-92-56 (70,017g) foram utilizadas como doadoras de
polen no terceiro retrocruzamento com Os respectivos parentais recorrentes de L.
esculentum Mill. (TABELAS 5, 6 ¢ 7).

Os frutos obtidos do segundo retrocruzamento com os parentais recorrentes de L.
esculentum Mill., selecionados para a caracteristica regenerag¢do de plantas apresentaram

acoloragdo ea morfologia muito semelhante ao tomateiro cuitivado (FIGURA 6).
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Tabela 5. Avaliagdo do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas resultantes
do segundo retrocruzamento com o parental recorrente Petomech (L.

esculentum Mill,).

RC ; Petomech PESO MEDIO DOS FRUTOS
GENOTIPOS (gramas)

P-63-32 46,569 a
P-63-61 43,957 a
P-63-09 42,566 ab
P-08-54 38,973 be
P-09-12 37,303 cd
P-09-53 37,234 cde
P-63-57 36,154 cdef
P-08-31 36,108 cdef
P-09-30 34,685 cdefg
P-63-17 33,958 defgh
P-08-88 33,367 defghi
P-09-39 33,320 efghi
P-08-13 32,814 efghi
P-09-37 32,367 fehij
P-63-66 31,947 fghik
P-08-76 31,889 fghijk
P-08-21 31,706 fghijk
P-09-15 30,978 ghijkl
P-08-63 30,400 ghijkim
P-63-52 30,145 hijklm
P-63-43 29,176 ijklmn
P-08-07 28,006 jiklmno
P-08-46 27,712 klmno
P-08-16 27,072 lmno
P-08-23 25,985 mnop
P-09-25 25,323 nop
P-09-42 24,048 op
P-08-55 22,350 p
P-08-39 21,830 p

Média = 32,237 Petomech = 55,51g

D.M.S. 5% = 4,48

CV.=575%

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 6. Avaliagdo do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas resultantes
do segundo retrocruzamento com o parental recorrente Santa Rita (L.

esculentum Mill.).

RC, Santa Rita PESO MEDIO DOS FRUTOS
GENOTIPOS (gramas)

S-16-29 55,687 a
S-15-33 47,037 b
S-16-52 46,027 b
S-16-23 44,774 be
S-09-38 44,154 bed
S-15-17 42,872 bede
S-15-53 42,279 bedef
S-09-34 40,937 cdef
S-09-27 39,647 defg
S-16-48 38,264 efgh
S-15-51 37,704 fghi
S-15-06 34,757 ghij
S-16-05 33,650 hij
S-15-37 33,230 jj
S-15-63 32,142 j
S-15-24 31,242 ]
S-09-11 30,777
S-16-34 30,522 ]
S-15-60 30,235 jk
S-09-52 25,537 ki
S-09-15 25,287 ki
S-09-45 22,995 1
S-16-12 21,967 1

Média = 36,162 Santa Rita = 62,53g

D.M.S. 5% = 4,96

CV.=515%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 7. Avaliagio do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas resultantes

do segundo retrocruzamento com o parental recorrente VFN-8 (L.

esculentum Mill.).

RC, VFN-8 PESO MEDIO DOS FRUTOS
GENOTIPOS (gramas)

V-92-66 79,337 a
V-92-56 70,017 b
V-92-28 66,750 be
V-92-34 63,177 ¢
V-92-69 62,810 cd
V-31-69 61,947 cd
V-92-73 61,165 cd
V-14-74 57,282 de
V-14-44 55,202 ¢
V-14-61 52,239 ef
V-92-03 49,344 fg
V-31-67 47,394 fgh
V-31-55 45,782 ghi
V-14-23 43,747 ghij
V-14-57 42,502 hij
V-92-58 41,570 ijk
V-31-19 41,512 ijk
V-31-78 41,345 ik
V-14-21 41,297 ijk
V-31-41 40,490 ikl
V-31-32 39,290 jki
V-92-17 38,764 jki
V-14-31 36,352 kim
V-14-11 35,350 Im
V-14-33 32,932 m
V-31-74 32,369 m

Média = 49,229 VFN-8 = 110,66g

D.M.S. 5% = 5,65

CV.=423%

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.
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Figura 6. Frutos resultantes do segundo retrocruzamentos com os trés parentais

recorrentes de L. esculentum Mill. (Petomech, Santa Rita e VFN-8)

mostrando a coloragéo e a morfologia muito semelhante com os genétipos do

tomateiro cultivado.
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4.10. AVALIACAO DO PESO MEDIO DOS FRUTOS RESULTANTES DO
TERCEIRO RETROCRUZAMENTO COM OS PARENTAIS
RECORRENTES DE L. esculentum Mill

As  plantas do terceiro retrocruzamento selecionadas para a caracteristica
regeneracdo de plantas apresentaram diferengas significativas com relagdo ao peso médio
dos frutos (TABELAS 8, 9 ¢ 10).

As plantas resultantes do terceiro retrocruzamento selecionadas para a
caracteristica regeneragdo de plantas e que produziram frutos de maior peso médio,
denominadas : P-63-61-03 (51,027g) e P- 63-32-59 (50,570g), S-15-33-39 (62,023¢g)
e S-16-29-17 (61,688g), V-92-66-31 (96,832g) e V-92-66-52 (94,409g)  foram
utilizadas como doadoras de pélen no quarto retrocruzamento com 0S respectivos

parentais recorrentes de L. esculentum Mill. (TABELAS 8, 9 e 10).
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Tabela 8. Avaliagdo do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas resultantes

do terceiro retrocruzamento com o parental recorrente Petomech (L.

esculentum Mill.).

RC; Petomech PESO MEDIO DOS FRUTOS

GENOTIPOS (gramas)
P-63-61-03 51,027 a
P-63-32-59 50,570 a
P-63-09-29 50,545 a
P-63-09-42 49,925 a
P-63-61-35 49,587 ab
P-63-32-42 49,420 ab
P-63-61-47 48,653 abc
P-63-32-06 48,320 abed
P-63-61-19 48,312 abed
P-63-61-30 48,118 abcde
P-63-61-54 47,719 abede
P-08-54-10 46,344 bedef
P-63-61-39 45,585 cdefg
P-63-61-25 45,454 defgh
P-63-32-34 45,435 defgh
P-63-32-64 45,017 efghi
P-63-32-09 43,692 fghij
P-63-61-43 43,472 fghijk
P-63-09-41 43,291 fghijk
P-63-09-23 42,947 ghijk
P-63-32-27 42,937 ghijk
P-63-61-03 42,330 hijkl
P-08-54-25 42,002 jjkim
P-08-54-23 41,865 ijklm
P-63-09-35 41,484 jkim
P-08-54-17 41,382 jkim
P-63-09-14 41,276 jklm
P-63-09-48 40,307 klmn

Média = 43,876
D.M.S. 5% = 5,26

C.V.=4,96 %

Petomech = 55,51g

Médias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 9. Avaliagdo do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas resultantes
do terceiro retrocruzamento com o parental recorrente Santa Rita (L.

esculentum Mill.).

RC; Santa Rita PESO MEDIO DOS FRUTOS

GENOTIPOS (gramas)
S-15-33-39 61,731 a .
S-16-29-17 61,688 a
S-15-33-31 61,350 a
S-16-29-21 61,147 a
S-09-38-36 60,844 a
S-16-29-35 60,581 a
S-09-38-33 60,539 a
S-16-29-42 60,482 a
S-15-33-59 59,666 ab
S-09-38-16 57,840 be
S-15-33-26 56,926 cd
S-16-29-39 56,606 cd
S-16-29-47 55,057 de
S-16-29-13 55,007 de
S-16-29-17 53,641 ef
S-09-38-11 52,147 fg
S-15-33-38 51,794 fg
S-09-38-27 51,642 fgh
S-15-33-56 51,278 gh
S-09-38-41 51,116 gh
S-15-33-42 51,020 gh
S-15-33-19 50,929 gh
S-15-33-45 50,048 gh
S-15-33-61 49,189 h

Média= 56,035 Santa Rita = 62,53g

D.M.S. 5% = 3,93

CV.=2,07%

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.



Tabela 10. Avaliagio do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas
resultantes do terceiro retrocruzamento com o parental recorrente

VEN-8 (L. esculentum Mill.).

RC; VFN-8 PESO MEDIO DOS FRUTOS
GENOTIPOS (gramas)

V-92-66-31 96,832 a
V-92-66-52 94,409 ab
V-92-28-32 93,062 be
V-92-28-09 92,559 bed
V-92-66-41 92,400 bed
V-92-56-22 91,706 bed
V-92-66-30 91,535 cd
V-92-28-37 90,909 cd
V-92-66-39 90,247 cd
V-92-56-21 89,992 d
V-92-66-16 84,633 e
V-92-66-47 83,598 ¢
V-92-66-12 83,452 ef
V-92-88-27 83,216 ef
V-92-28-05 82,526 ef
V-92-56-16 82,412 ef
V-92-66-24 81,906 ef
V-92-56-29 80,579 f
V-92-66-38 77270 g
V-92-28-16 73,425 h
V-92-28-39 70,426 i

Média = 86,009 VFN-8 = 110,66g

D.M.S. 5% = 4,57

CV.=227%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.
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4.11. AVALIACAO DO PESO MEDIO DOS FRUTOS RESULTANTES DO
QUARTO RETROCRUZAMENTO COM OS PARENTAIS
RECORRENTES DE L. esculentum Mill.

As plantas do quarto retrocruzamento selecionadas para a caracteristica
regenera¢do de plantas apresentaram diferencas significativas com relagdo ao peso médio
dos frutos (TABELAS 11, 12 e 13).

As plantas resultantes do  quarto retrocruzamento  selecionadas para a
caracteristica regeneragdo de plantas e que produziram frutos de maior peso médio
foram denominadas: P-63-61-03-27 (53,741g) e P- 63-32-59-41 (53,464¢g), S-15-33-
39-46 (61,615g) e S-16-29-17-09 (61,526g), V-92-66-52-45 (108,721g) ¢ V-92-66-52-
33 (107,069g).

Os resultados mostram que o peso médio dos frutos do quarto retrocruzamento
(TABELAS 11, 12 e 13) estdio muito préximos do peso médio dos frutos dos
genotipos parentais recorrentes Petomech ( 55,51g), Santa Rita ( 62,53g) ¢ VFN-8
( 110,66g ). Essas plantas apresentam os genes relacionados com a regeneragcdo de
plantas provenientes do tomateiro selvagem L. pimpinellifolium (FIGURA 7).

GRANDILLO & TANKSLEY, 1996 wusaram marcadores moleculares para
mapear e caracterizar locos de caracteristicas quantitativas (QTLs) para vdrias
caracteristicas agrondmicas do cruzamento interespecifico entre L. pimpinellifolium e
L. esculentum Mill. . Os resultados mostraram que a espécie L. pimpinellifolium é muito
préxima do tomateiro cultivado ( L. esculentum) e que a diferenca no peso dos frutos esta
sob o controle de um unico QTL principal, o que explica de certa maneira a rapidez com

que se recupera a caracteristica produtividade.



Tabela 11. Avaliagdo do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas
resultantes do quarto retrocruzamento com o parental recorrente

Petomech (L. esculentum Mill.).

RC 4 Petomech PESO MEDIO DOS FRUTOS
GENOTIPOS (gramas)
P-63-61-03-27 53,741 a
P-63-32-59-41 53,464 ab
P-63-61-03-33 53,117 abe
P-63-61-03-47 52,792 abed
P-63-09-29-29 52,509 abed
P-63-09-03-12 52,488 abed
P-63-09-29-56 52,442 abed
P-63-32-59-32 52,088 abcd
P-63-61-03-61 51,913 abed
P-63-09-29-18 51,788 bed
P-63-09-59-18 51,765 bed
P-63-61-03-12 51,744 bed
P-63-32-59-23 51,416 cd
P-63-61-03-44 51,397 cd
P-63-61-03-26 51,354 cd
P-63-61-03-19 51,350 cd
P-63-32-59-16 51,314 cd
P-63-09-29-41 51,144 d
P-63-09-29-38 51,003 d
P-63-61-03-40 50,988 d
Meédia = 51,991 Petomech = 55,51g
D.M.S. 5% = 1,86
CV.=1,54%

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.



Tabela 12. Avalia¢do do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas
resultantes do quarto retrocruzamento com o parental recorrente

Santa Rita (L. esculentum Mill).

RC , Santa Rita PESO MEDIO DOS FRUTOS
GENOTIPOS (gramas)
S-15-33-39-46 62,315 a
S-16-29-17-09 61,526 a
S-16-29-17-16 61,467 a
S-15-33-39-21 61,399 a
S-15-33-39-33 61,233 a
S-16-29-17-27 61,176 a
S-15-33-31-34 61,176 a
S-16-29-17-18 61,168 a
S-16-29-17-25 61,156 a
S-15-33-39-12 61,112 a
S-15-33-39-41 60,921 a
S-15-33-39-18 60,820 a
S-15-33-31-10 60,671 a
S-15-33-31-16 60,594 a
S-15-33-31-39 60,515 a
S-16-29-17-39 58,414 b
S-15-33-31-43 58,533 b

Média = 61,017 Santa Rita = 62,53g
D.M.S. 5% = 1,66
CV.=1,19%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade



Tabela 13. Avaliacio do peso médio dos frutos do terceiro cacho das plantas
resultantes do quarto retrocruzamento com o parental recorrente

VEN-8 (L. esculentum Mill).

RC ; VFN-8 PESO MEDIO DOS FRUTOS
GENOTIPOS (gramas)
V-92-66-52-45 108,721 a
V-92-66-52-33 107,069 ab
V-92-66-52-17 106,998 ab
V-92-66-31-55 105,409 be
V-92-66-31-48 104,307 ¢
V-92-66-52-53 101,785 d
V-92-66-31-42 101,315d
V-92-66-31-61 101,273 d
V-92-66-52-08 100,901 d
V-92-66-52-25 100,615 d
V-92-66-31-20 100,596 d
V-92-66-52-42 100,480 d
V-92-66-31-34 100,445 d
V-92-66-31-22 100,300 d
V-92-66-52-51 100,238 d
V-92-66-31-12 99,984 d

Média = 102, 528 VFN-8 = 110,66¢

D.M.S. 5% =2,31

C.V.=1,99 %

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre-si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.
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Figura 7. Acima: Baixa freqiiéncia de calos organogenéticos do tomateiro cultivado

Petomech (L. . esculentum Mill.). Abaixo: alta frequéncia de calos
organogenéticos resultantes do quarto retrocruzamento com o parental
recorrente de Petomech (L. esculentum Mill.) selecionados para a caracteristica
“ regenerag@o de plantas™.

Meio de regeneragdo: MS + 6-BA (5,0 mg/l) + AIA (0,5mg/l).
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O método dos retrocruzamentos tem sido utilizado quase que exclusivamente para
transferir genes de parentais doadores para recorrentes. Entretanto, a sua utilizagdo para a
introgressdo de germoplasma exdtico no  germoplasma elite  também tem sido
comprovada por diversos autores (LAWRENCE & FREY, 1975; EATON et al. 1986,
CARPENTER & FEHR, 1986; SINGH et al, 1993; ESHED & ZAMIR, 1994).

CARPENTER e FEHR (1986) cruzaram dois cultivares de soja (Glicine max
L. Merrill) com dois acessos silvestres e retrocruzaram os hibridos F; com os respectivos
parentais recorrentes da espécie G. max L. Merrill. Foram obtidas populagdes com até
cinco retrocruzamentos. Esses autores concluiram que dois ou trés retrocruzamentos sdo
suficientes para elevar a produtividade das populagdes sem perder demasiadamente as
caracteristicas dos tipos silvestres.

A caracteristica para regeneragdo de plantas, a partir de calos do tomateiro, ¢
controlada por dois genes complementares dominantes e apresenta uma alta
herdabilidade ( FRANKENBERGER, 1981b), facilitando desse modo a sua transferéncia
pelo método dos retrocruzamentos. Por outro lado, quando o numero de genes
envolvidos no programa de retrocruzamentos € elevado, € necessaria a manipulagio de
grandes populacdes. Dessa forma, esse método torna-se complexo para a transferéncia de
caracteristicas quantitativas controladas por grande nimero de genes.

Nio ¢ necessdrio que o programa de retrocruzamentos seja conduzido no ambiente
a que o parental recorrente esteja adaptado. A unica exigéncia é que a caracteristica em

transferéncia possa ser expressada. Uma vez que a sele¢do durante o programa € realizada
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apenas para a caracteristica em transferéncia, a incorpora¢do das demais caracteristicas
do parental recorrente ocorre automaticamente durante o procedimento, permitindo que
o melhorista conduza tantas gerag¢des de retrocruzamentos por ano quanto possivel.

Os individuos da geragdo RC, apresentam em média 96,88% do genoma do
parental recorrente. O termo média de recuperagdo ¢ adotado porque em cada geragdo de
retrocruzamentos existe uma variagdo entre individuos para o numero de genes do
parental recorrente que eles possuem.

Os frutos do quarto retrocruzamento apresentaram um peso médio muito proximo
ao dos gendtipos dos parentais recorrentes do tomateiro cultivado. Observou-se que do
segundo para o terceiro retrocruzamento com O0S culfiva.res de L. esculentum Mill
houve um rapido incremento no peso médio dos frutos (FIGURAS 8, 9 e 10).

O numero de retrocruzamentos necessarios depende: do grau de recuperagdo
desejado do parental recorrente, do mérito agricola do parental doador, da intensidade de
selegdo para as caracteristicas do progenitor recorrente durante o programa ¢ da
existéncia de ligagdo génica entre o gene em transferéncia e outros indesejaveis
(BOREM, 1997).

O uso de marcadores moleculares podem acelerar os programas de
retrocruzamentos ao permitir a identificagdo, na fase de plintula, dos individuos com
maior proporgdo do genoma do parental recorrente (OPENSHAW et al, 1994;

PHILLIPS et al., 1994; GRANDILLO & TANKSLEY, 1996; TORELLI et al., 1996).
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Progénies de programas de retrocruzamentos com elevada recuperagio do
parental recorrente nio requerem oS extensivos testes comparativos de comportamento
antes de serem langadas. Nessas progénies, a quase totalidade dos seus genes ¢ do
parental recorrente, cujo comportamento € conhecido. Entretanto, recomenda-se que
pelo menos uma avaliagdo do comportamento agrondmico dessas progénies seja
realizada antes da sua distribui¢do aos produtores rurais (FEHR, 1987).

A incorporagdo dos alelos da regeneragdo em gendtipos elite é de grande
importancia no melhoramento genético do tomateiro e de outras culturas para aplica¢do
com sucesso das técnicas de cultura de tecidos e bilogia molecular. A transferéncia dos
genes da regeneracdo da espécie selvagem L. pimpineilifolium para o tomateiro
cultivado L. esculentum Mill., por meio do método dos retrocruzamentos, estd sendo
descrita pela primeira vez na literatura no presente trabalho.

As principais vantagens da introgressdo desses alelos, usando-se como parental
doador a espécie L. pimpinellifolium, é que esta espécie possui frutos vermelhos quando
maduros ¢ nio apresenta nenhum problema de incompatibilidade nas hibridiza¢Ses com o
tomateiro cultivado. A espécie silvestre L. peruvianum também apresenta uma alta
capacidade para regeneragdo de plantas, porém, os frutos dessa espécie sdo verdes
quando maduro, tem sabor desagraddvel, além de  apresentar problemas de
incompatibilidade com o tomateiro cultivado (L. esculentum Mill.). Nas hibridizagdes
entre a espécie L. peruvianum e L. esculentum Mill. é necessario fazer o resgate dos
embrides hibridos em F,, F, e até em gera¢des mais avan¢adas ( HOGENBOOM, 1972

a; FONSECA, 1987).
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KOORNNEEF et al. (1986), obtiveram um genotipo superior para diferenciacdo
de plantas “in vitro” a partir do cruzamento de L. peruvianum com L. esculentum Mill..
O genétipo denominado MsK93, apresentou Otimos resultados de regeneragdo nos
experimentos de transformagdo de disco foliar mediada pela Agrobacterium tumefaciens,
como também pela transferéncia direta de genes para protoplastos derivados de calos.
Apesar desses resultados satisfatorios, foi verificado que o aborto de embrides continuou
a OCOITer nos sucessivos retrocruzamentos com os cultivares comerciais, dificultando,
deste modo, a recuperacdo das caracteristicas agronémicas do fruto. Esse fato nfo
ocorre quando se usa o L. pimpinellifolium  como progenitor selvagem, pois essa
espécie ndo apresenta nenhum sistema de incompatibilidade nos cruzamentos com 0
tomateiro cultivado (L. esculentum Mill.).

A transferéncia da caracteristica regenera¢do de plantas, por meio da fusdo de
protoplastos de L. peruvianum e L. esculentum, foi descrita por WIJBRABDI et al.
(1988) . Os hibridos somaticos apresentaram uma alta capacidade de regeneragdo de
plantas. Porém, os frutos produzidos nio apresentaram as caracteristicas agrondmicas
do tomateiro cultivado e nos retrocruzamentos com L. esculentum continuou a 0CorrTer o
aborto de embrides. . Esses autores concluiram que a habilidade para regeneragdo de
plantas a partir de calos pode ser usada como um marcador dominante para a sele¢do de
hibridos sométicos.

A introgressio de alelos das espécies selvagens tem sido uma das principais
contribui¢des para 0 melhoramento do tomateiro nos ultimos anos com relagdo a

resisténcia a doengas e pragas (KOBAYASHI et al., 1996 ).
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O controle genético da regeneragdo de plantas “in vitro” foi estudado por
BIRHMAN et al., 1994 em batata (Solanum chacoense). Os resultados mostraram que
essa caracteristica € qualitativa e apresenta uma alta herdabilidade. Esses autores
sugerem que a incorporagdo dessa caracteristica em programas de melhoramento de
cultivares de batata deve ser conseguido facilmente.

Em alfafa, BINGHAM et al. (1975) demonstraram que cultivares que
apresentavam uma freqiiéncia de aproximadamente 10% de regeneragdo de plantas,
aumentaram para 67 % em apenas 2 ciclos de selegdo recorrente.

A realizagdo de estudos complementares objetivando a identificagdo de genes
marcadores ligados & regeneracdo de plantas sdo de fundainental importincia para
auxiliar nos programas de selegdo e melhoramento para esta caracteristica favordvel nos

trabalhos de cultura de tecidos e transformacdo de plantas.
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5. CONCLUSOES

B Confirmou-se a existéncia do controle genético na regeneragdo de plantas a partir da

cultura de calos do tomateiro;

B O sucesso obtido nos cruzamentos interespecificos da espécie selvagem Lycopersicon
pimpinellifolium e Lycopersicon esculentum Mill., mostraram que essas espécies sdo
proximas e que os genes de interesse agrondmico presentes na espécie L.
pimpinellifolium tem um grande potencial no melhoramento genético do tomateiro

cultivado por meio de cruzamentos e sele¢do;

B A introgressdo da caracteristica regeneragdo de plantas do tomateiro selvagem
(Lycopersicom pimpinellifolium) para cultivares comerciais de Lycopersicon
esculentum Mill. é possivel de se realizar por meio de poucos retrocruzamentos com
os parentais recorrentes, obtendo-se assim geno6tipos com alta capacidade de
regeneragio de plantas e com as caracteristicas agronémicas do tomateiro cultivado (

L. esculentum Mill.).
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7. APENDICE

. LISTA DE ABREVIATURAS

AJA - écido 3-indolilacético

6 -BA - 6-benzilaminopurina

NAA - 4cido naftalenacético

MS - meio basico de Murashige & Skoog (1962)
RC - retrocruzamento

PD - parental doador

PC - parental recorrente
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Inheritance of in vitro plant
regeneration ability in the tomato
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ABSTRACT

Lycopersicon pimpinellifolium, with high plant regeneration ability, used as a pollen donor, was crossed with
five recalcitrant L. esculentum genotypes. Statistical analysis was based upon frequency data of calluses that
regenerated plants (R} in Fy, F2, BC1 and on reciprocal crosses, with genotypes that did not regenerate plants
(NR). F1 hybrids showed a dominance effect; no differences were observed in reciprocal crosses. The F7 rate
was close to 9:7 (R:NR) and BCj expressed a 1:3 (R:NR) rate. The results suggest an interaction of two
dominant genes, indicating that the transfer of high plant regeneration ability from wild to commercial
varieties would be relatively easy, since a qualitatively inherited dominant trait is involved.

INTRODUCTION

Studies on the genetics of regeneration in
tomatoes have demonstrated that this trait is highly
heritable (Frankenberger et al., 1981) with a dominance
effect (Ohki ef al.,, 1978, Adams and Quiros, 1985;
Wijbrandiet al., 1988). Models of qualitative inheritance
of plant regeneration have been described for alfalfa
(Wan et al., 1988; Seitzkris and Bingham, 1988), corn
(Tomes and Smith, 1985; Hodges et al., 1986) and wheat
(Galiba et al., 1986; Higgins and Mathias, 1987; Kaleikau
et al., 1989; Ou et al., 1989). In studies with rye, it was
concluded that plant regeneration ability is determined
by a polygenic system and has a recessive character
(Rakoczy-Trojanowska and Malepszy, 1993). Despite
the various studies carried out on plant regeneration,
only a few papers have proposed in detail the mode of
inheritance of regeneration ability using F1, F2, back
crosses (BC) and reciprocal crosses (Reish and Bingham,
1980; Nadolska-Orczyk and Malepszy, 1989).

The objective of the present study was to
establish a model for the inheritance of the plant

Departamento de Genética, Instituto de Biologia, Universidade
Estadual de Campinas, Caixa Postal 6109, 13083-970 Campinas, SP,
Brasil. Send correspondence to R.D.L

regeneration trait on the basis of the F1, F2 and BC;
generations obtained from crosses between the wild:
species Lycopersicon pimpinellifolium and five cultivars of
L. esculentum. The choice of L. pimpinellifolium was due
to the high regeneration capacity presented by one of its
accessions and to the fact that this species crosses easily
with cultivated tomato plants, producing fertile and
viable seeds.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

To initiate genetic studies of regeneration,
genotypes with high and low regeneration potential
were identified and cross-pollinated in the greenhouse
after emasculation. The high regeneration genotype L.
pimpinellifolium, WV-700 (P1), was selected previously
by Faria and Illg (1991), as were the five low L.
esculentum regeneration parents known as: VFN-8 (P2),
Petomech (P3), Santa Rita (P4), CNPH-080 (P5) and Red
Cherry (P6). The F1, F2 and BC; generations were
analyzed for plant regeneration capacity.
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In vitro procedures

Hypocotyl segments (3 mm) from seedlings
germinated in vitro were utilized as explant sources.
Culture medium (mg) was based on Murashige and
Skoog (1962), with the salt concentration reduced by
half in all experiments. Calluses were induced for two
weeks on MS medium supplemented with 1 mg/l [AA
and 2.25 mg/l BA. Plant regeneration from callus was
achieved by transfers for two months to the same basic
medium, but containing 0.5 mg/1 IAA and 5 mg/1 BA,
as described by Garcia-Reina and Luque (1988).

Data analysis

Genetic analysis was done on the basis of the
frequency of calluses that regenerated (R) and did not
regenerate (NR) plants in segregating generations F2
and BC1. For segregation analysis, two fruits of each
progeny were selected at random and all of their seeds
were germinated in vitro to obtain one callus per
individual hypocotyl explant. A randomized complete-
block design was used in all experiments. Chi-square
analyses, with the level of significance set at 0.05, were
used for testing the goodness of fit for the appropriate
genetic model for plant regeneration capacity.

RESULTS AND DISCUSSION

The interspecific crosses of L. pimpinellifolium
with L. esculentum genotypes were successful as these
species do not show any type of incompatibility
{Hogenboom, 1972; Rick, 1982). The results of the
crosses, showing the number of calluses that effectively
regenerated plants (R) or not (NR) in the F1, F2, and BC
generations, are presented in Table I. The F1 hybrids
demonstrated a high plant regeneration ability (73-90%)
in the five family sets analyzed, with dominance effects.
Dominance for plant regeneration from calluses culture
has been previously reported in the tomato literature
(Kut and Evans, 1982; Tan et al., 1987; Wijbrandi et al.,
1988) and for other crops such as comn (Hodges et al.,
1986; Prioli, 1987; Novak et al., 1988), alfalfa (Reish and
Bingham, 1980; Wan et al., 1988; Seitzkris and Bingham,
1988) and wheat (Kaleikau et al., 1989; Ou et al., 1989).
Wijbrandi et al. (1988) observed that fusion of
protoplasts from L. peruvianum, which has a high plant
regeneration ability, with genotypes of L. esculentum, in
which this trait is not present, favored the formation
of calluses with plant regeneration ability. These
investigators suggested that plant regeneration can be

used as a dominant marker for the selection of somatic
hybrids. Recently, a gene controlling shoot regeneration
in the tomato has been mapped on chromosome 3 of L.
peruvianum (Koornneef et al., 1993). The frequency of
plant regeneration for F1 hybrids did not exceed that of
the parental genotype WV-700 (L. pimpinellifolium),
indicating the absence of a heterosis effect on the crosses
performed (Table I). In contrast, Ohki et al. (1978)
reported that hybrids between twoe tomato cultivars
showed heterosis for plant regeneration. The observed
proportion of calluses that regenerated plants (R) ornot
(NR) was close to 9:7 (R:NR} in the F2 generation and to
1:3 (R:NR) in BC1. Neither value was significant at the
5% level of probability by the chi-square test for the five
family scts analyzed (Table I). These results suggest the
involvement of two independent genes interacting in
the expression of plant regeneration. '

The segregation results obtained in the present
study indicate that plant regeneration ability is a
qualitative trait, agreeing with results reported by other
studies on the genetic control of regeneration in the
tomato (Frankenberger et al., 1981; Koomneef et al.,
1987).

In RFLP analyses, Miller and Tanksley (1990)
concluded that L. pimpinellifoliunt is one of the closest
species to L. esculentum, thus suggesting that the genetic
variation detected in this species can be easily utilized
for tomato improvement.

On the basis of the present results, indicating
that plant regeneration is controlled by two
independent interacting genes, we suggest that it
should be relatively easy to transfer plant regeneration
ability from L. pimpinellifolium to commercial L.
esculentum varieties, in order to maximize the plant
regeneration response in vitro.
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RESUMO

O gendtipo WV-700 (Lycopersicon pimpinellifoliun)
com uma alta capacidade para regeneracio de plantas foi
cruzado com cinco gendtipos de L. esculentum recalcitrantes
para esta caracteristica. As andlises estatisticas foram
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Table I - Genetic analysis for plant regeneration ability in the five tomato cross families.

Observed Expected .
Genotype Generation Explant '
number R? NR® R NR value*
P1 60 55 5 1 0
P2 60 5 55 0 1
P1x P2 F1 60 54 6 1 0
F2 (A 192 97 95 9 7 236
(B) 201 120 81 9 7 0.97
BC (A) 129 29 100 1 3 0.44
(B) 144 34 110 1 3 0.15
P3 60 3 57 1 0
P1x P3 F1 60 47 13 1 0
P3x P1 F1 60 44 16 1 0
F2 (A) 189 102 87 9 7 0.40
(B) 171 92 79 9 7 0.42
BC(A) 114 26 88 1 3 0.29
(B) 138 27 111 1 3 2.17
P4 60 3 57 1 0
P1x P4 F1 60 45 15 1 0
F2 (A) 195 115 80 9 7 0359,
(B) 210 131 79 9 7 3.19
BC (A) 138 26 112 1 3 279
(B) 126 25 101 1 3 1.78
PS 60 0 60 1 0
P1xPS F 60 52 8 1 0
PS5 x P1 F1 60 54 6 1 0
F2 (A) 174 100 74 9 7 0.11
(B) 186 108 78 9 7 0.25
BC (A) 111 20 91 1 3 2.39
(B) 156 34 122 1 3 0.86
P6 60 4 56 0 1
P1x P6 F1 60 49 11 1 0
F2 (A) 162 98 64 9 7 1.19
(B) 168 93 75 9 7 0.05
BC (A) 123 27 96 1 3 0.61
(B) 138 30 108 1 3 0.78

'A and B: Are progenies in different fruits from the same generation.

%R: Regenerated plants.
3NR: No regenerated plants.
4 Differences not significant at the level of 0.05.

P1 = Lycopersicon pimpinellifolium, WV-700; P2-6 = L. esculentum, P2 = VFN-8, P3 = Petomech, P4 = Santa Rita, P5 = CNPH-080,

P6 = Red Cherry.

baseadas na freqiiéncia de calos que regeneraram plantas (R)
nas geragGes F1, F2 e retrocruzamentos (RC) com os genétipos
que nao regeneram plantas (NR). Os hibridos F1 apresentaram
uma alta capacidade de regeneragio de plantas, mostrando
um efeito de dominancia. A freqiiéncia de regeneragdo na
geragdo F; foi proxima a 9:7 (R:NR) e nos RC préximo de 1:3
(R:NR). Esses resultados sugerem a interagio de dois genes
dominantes, indicando que a transferéncia da capacidade de
regeneragio de plantas do tomateiro selvagem para
variedades comerciais deve ser relativamente ficil, j4 que essa
caracteristica ¢ dominante e controlada qualitativamente.
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