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RESUMO - Este trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade de regeneracdo das cultivares de
tomateiro industrial (Lycopersicon esculentum Mill) IPA-5 e IPA-6, utilizando quatro composi¢des de
meio de cultura descritos na literatura e cinco variagdes de inoculagéo. Foi testada uma nova variac¢do de
inoculagdo, denominada cotilédone fendido. A maior freqiiéncia de formagéo de gemas vegetativas foi
100% no caso de IPA-5, e 65% no caso de IPA-6. Para induzir o alongamento de brotos, foram
necessarios trés subcultivos dos explantes apresentando gemas. No caso de IPA-5, o numero de brotos
obtidos foi maior quando a indug¢do de gemas foi realizada em meio contendo BAP (2.5 mg L}) e
ATA (0,2 mg L) seguido de trés subcultivos, em meio como zeatina (0,5 mg L). Usando esse proto-
colo, a cultivar IPA-5 produziu uma média de 5,45 brotos alongados a partir do cotilédone fendido. Essa
capacidade excedeu significativamente o cotilédone aparado, que produziu 4.4 brotos alongados por
explante. No caso de IPA-6, a melhor combinagdo de meios ¢ método de inoculagdo produziu
0,87 broto alongado por explante. Os brotos alongados foram enraizados e transferidos para casa de
vegetagdo.

Termos para indexacdo: Lycopersicon esculentum, cultivares, organogénese, cultura de tecidos, cotilédone,
explante, transformagédo genética.

EVALUATION OF THE IN I'ITRO REGENERATION CAPACITY IN BRAZILIAN INDUSTRIAL TOMATO

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the regeneration capacity of the IPA-5 and
IPA-6 Brazilian industrial tomato (Lycopersicon esculentum Mill) cultivars using four compositions of
culture media described in the literature and five inoculation methods. A new variation of inoculation,
the split cotyledon method, was also tested. The largest frequency of shoot bud formation was 100%
in the case of IPA-5 and 65% in the case of IPA-6. To induce shoot elongation, it was necessary to
accomplish three subcultures of the explants presenting shoot buds. In the case of [PA-5, the number
of the obtained shoots was higher when the induction of shoot buds was accomplished in culture
medium containing BAP (2.5 mg L") and TAA (0.2 mg L!) followed by three subcultures on zeatin
(0.5 mg L) containing medium. Using such protocol, the TPA-5 cultivar produced, on the average, 5.45
clongated shoots through the split cotyledon method. That capacity exceeded significantly the trimmed
cotyledon method, which produced 4.4 elongated shoots per explant. In the case of IPA-6, the best
combination of culture medium and inoculation method produced 0.87 elongated shoot per explant.
The elongated shoots were rooted and transferred to greenhouse.

Index terms: Lycopersicon esculentum, cultivars, organogenesis, tissue culture, cotyledons, explants,
genetic transformation.
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No Nordeste do Brasil, o cultivo do tomateiro
apresenta-se como uma atividade agricola de expres-
siva relevancia socio-economica. Nos estados de
Pernambuco ¢ Bahia, maiores produtores de tomate
industrial do Nordeste, a produtividade média obti-
da nos perimetros irrigados ¢ considerada baixa
(40 t ha'!), tendo em vista o grande potencial exis-
tente para a tomaticultura na regiio (Embrapa, 1994).
Essa baixa produtividade esta associada a sérios pro-
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blemas fitossanitarios, sobretudo viroses, além do
ataque de fungos ¢ insctos-praga que criam a neces-
sidade de se pesquisar novas alternativas ou obter-
se novos genotipos com resisténcia multipla a doen-
cas ¢ pragas; entre esses, os estudos sobre a rege-
neracao e transformagio genética. No Brasil, a maior
parte das arcas cultivadas com tomate para
processamento vem sendo plantada com a cultivar
IPA-5 (Giordano et al., 1997).

Para aumentar a produtividade, melhorar a quali-
dade, obtendo resisténcia contra estresses bidticos
¢ abidticos, a engenharia genética abriu uma nova
perspectiva para o melhoramento genético do toma-
teiro, a partir do final da década 80 (Wijbrandi & Both,
1993). A cultura de tecidos tem um papel de desta-
que durante o processo da realizagdo das técnicas
de transformacdo genética, uma vez que ¢ necessa-
rio induzir gemas vegetativas ¢, em seguida, regene-
rar brotos alongados ¢ plantas completas a partir de
células ou tecidos gencticamente modificados
(McCormick, 1991).

Em geral, o tomate representa um bom exemplo
para utilizagao das técnicas de regeneracao in vitro.
Nessa espécie, a regeneracao de plantas foi estabele-
cida ha aproximadamente 20 anos (Kut et al., 1984
Sink & Reynolds, 1986), ¢ métodos de regeneracio
tém sido relatados por diversos autores (Tan, 1987;
McCormick, 1991; Redenbaugh et al., 1992; Wijbrandi
& Both, 1993; Asakuraet al., 1995; Fariet al., 1995a;
Rhimet al., 1995). A partir de 1995, foram publicados
diversos métodos sobre transformagado genética via
Agrobacterium tumefaciens e Agrobacterium
rhizogenes (Shahin et al., 1986; Sukhapinda et al.,
1987), bem como sobre transformagao genética dire-
ta de protoplastos (Koornneef et al., 1986; Jongsma
et al., 1987; Pieterse & Koornneef, 1988; Bellini et al.,
1989). O tomateiro ¢ uma das primeiras espécies, cujas
cultivares transgénicas ja foram comercializadas, prin-
cipalmente no mercado americano (Redenbaugh et al.,
1992).

No Brasil ha poucos trabalhos na area de regene-
racdo in vitro ¢ de transformagao genética de culti-
vares de tomateiro, ¢ pouco se conhece sobre a ca-
pacidade de regeneragio das principais cultivares
brasileiras.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
da regencragio in vitro das cultivares IPA-5 ¢ IPA-6,
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a partir de varios tipos de explantes ¢ meios de cultu-
ra, gerando protocolos para sua regeneracio in vitro
que venham a subsidiar os métodos de transforma-
¢do gendtica.

MATERIAL E METODOS

Sementes comerciais das cultivares IPA-5 ¢ IPA-6 fo-
ram desinfestadas em alcool etilico a 96%, por um minuto,
¢ em hipoclorito de sodio comercial a 20% (v/v) com duas
gotas de detergente comercial, durante 20 ¢ 25 minutos,
respectivamente. As sementes foram enxaguadas cinco
vezes em agua bidestilada esterilizada, e inoculadas em
meio MS (Murashige & Skoog, 1962) solidificado com
7 g L1 de agar-agar sem reguladores de crescimento. O meio
foi distribuido em caixas de plastico estéreis de cultura de
tecidos Veg-Box (Agroinvest Ltda., Budapeste, Hungria)
com capacidade de 425 mL de volume total. Todas as cul-
turas foram mantidas em sala de crescimento, com tempe-
ratura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e luminosidade
de 2.5 klux.

O método de inoculagido A (decapitagio de plantulas)
foi realizado conforme o protocolo descrito por Fari et al.
(1995a). A decapitagdo foi realizada sete a oito dias apos a
semeadura, diretamente abaixo do n6 do cotilédone. Em cada
recipiente Veg-Box foram cultivadas 15 plantulas. No
método B (cotilédones fendidos), os cotilédones foram fen-
didos ao longo da nervura central, da extremidade até sua
metade, sete a oito dias ap6s a semeadura. Dez cotilédones
fendidos foram inoculados em cada placa de Petri. O
método C (cotilédones inteiros) foi realizado de acordo
com McCormick (1991). Os explantes de cotilédones fo-
ram excisados na parte basal do peciolo, diretamente ao
lado do no cotiledonal, com a parte abaxial em contato com
o meio. Trinta cotilédones inteiros foram inoculados por
placa de Petri. Em relagdo ao método D (cotilédones apa-
rados), seguiu-se o protocolo de Redenbaugh et al. (1992),
que consistiu em aparar os cotilédones nas extremidades
distal e proximal (apice e peciolo), sendo inoculados com a
face abaxial em contato com o meio. Dez cotilédones apa-
rados foram inoculados em placa de Petri. Conforme o
protocolo aplicado por Rhim et al. (1995), estabeleceu-se
o método E (primeiras folhas cortadas), no qual os brotos
foram enraizados e cultivados em meio MS (Murashige &
Skoog, 1962), sem reguladores de crescimento, durante
oito a dez dias. As primeiras folhas foram isoladas e corta-
das em pequenos pedagos de 1 em?, portando partes das
nervuras principal e laterais. Os explantes foram cultiva-
dos com a face abaxial em contato com o meio. Oito
explantes foram inoculados por placa.

Para induzir regeneragio de gemas, os explantes foram
cultivados em placas de Petri (10 cm de diametro).
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Os reguladores de crescimento foram esterilizados por fil-
tragdo ¢ adicionados aos meios de cultura autoclavados e
as placas vedadas com Parafilm. Os seguintes meios de
cultura foram utilizados: MO: macro e micronutrientes de
Murashige & Skoog (1962), vitaminas de B5 de Gamborg
et al. (1968) suplementado com 30 g L1 de sacarose ¢ de
8 g Il de agar-agar, pH 5,8; M1: meio de cultura MO
suplementado com 1 mg L'! de zeatina, ¢ 30 g L'! de
glicose, conforme McCormick (1991); M2: as vitaminas
do meio de cultura MO foram substituidas por vitaminas
de Nitsch & Nitsch (1969), suplementado com 2 mg L1
de zeatina e 20 g L1 de sacarose, de acordo com
Redenbaugh et al. (1992); M3: meio de cultura MO
suplementado com 2,5 mg L1 de BAP¢ 0,2 mg L1 de ATA,
segundo Rhim et al. (1995).

Para a obtengio de brotos alongados, os explantes com
gemas foram repicados trés vezes para os meios de cultura
listados abaixo, em intervalos que variaram entre quatro e
sels semanas, de acordo com a intensidade do crescimento.
Primeiro ciclo de repicagem - meio de cultura R1: meio M2
suplementado com 0,5 mg L. de zeatina; segundo ciclo de
repicagem - meio de cultura R2: meio M1 suplementado
com 0,5 mg L1 de zeatina, e terceiro ciclo de repicagem -
meio de cultura R3: meio MO suplementado com 0.8 mg 1!
de zeatina. O intervalo entre repicagens foi de 30 dias.

Para enraizamento e aclimatagio das plantas regenera-
das, os brotos de 0,5-1,5 cm de comprimento foram isola-
dos e subcultivados em meio M4 (meio de cultura MO
suplementado com 0,5 mg L'l de ATA), os quais foram
distribuidos em Veg-Box. As plantulas enraizadas foram
transferidas para substrato esterilizado e aclimatadas em
casa de vegetacdo.

Para analise estatistica, em cada tratamento foram usa-
das cinco placas de Petri, ¢ as razdes de indugdo de regene-
ragdo foram registradas 28 dias apds a inoculagio. Todos
os tratamentos foram repetidos duas vezes. O experimento
foi realizado com delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (2x4x5) composto por duas cultiva-
res, quatro variagdes de meios de cultura de indugéo de
regeneragdo (MO, M1, M2 e M3) e cinco métodos de
inoculagdo/regeneragdo (A, B, C,D e E). A variavel anali-
sada foi o numero de brotagdes, a qual foi realizada pelo
software SANEST (Zonta & Machado, 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inducio de regeneracio

No método A observou-se que a indugio de re-
generagao foi mais rapida. As gemas vegetativas ¢
pequenas folhas desenvolveram-se num periodo de
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10 a 12 dias apos a decapitagdo das plantulas.
Ao redor da superficie de corte do hipocoétilo forma-
ram-se pequenas gemas, as quais originaram folhas
com comprimento entre 0,5 ¢ 0,8 mm. A freqiiéncia
de inducio (Tabela 1) dessas formagoes foi de 75% ¢
92% para as cultivares IPA-6 e IPA-5, respectiva-
mente.

Utilizando-se o método B, verificou-se, inicialmen-
te, o alongamento dos explantes. De cinco a sete dias,
foi observado formagdo de meristemas vegetativos
ao longo do corte (Fig. 1A). No caso da cultivar IPA-5,
obteve-se 100% de indugao de regeneracio (Tabe-
la 1) nos meios M2 ¢ M3. Com a IPA-6, produziu-se
65% de freqiiéncia de inducdo de regeneragao (Ta-
bela 1) no meio M3.

Nas duas cultivares analisadas, o método de
cotilédones inteiros - C - foi 0 menos efetivo, ¢ os
explantes permaneceram sem crescimento. No total,
foi obtido inducdo de regeneragio de 25%, no caso
de IPA-5, utilizando-se 0 meio M1. Na cultivar IPA-6,
nenhuma regeneragao foi obtida (Tabela 1).

Observou-se uma inducdo de regeneragido nas
duas posi¢des de corte (Fig. 1A) no método D.
A maior porcentagem de inducdo de regeneragio
(100%) foi observada no meio M3, com a cultivar
IPA-5 (Tabela 1). No meio M2, a cultivar IPA-6 apre-
sentou 65% de inducdo de regeneragio.

A mais baixa capacidade de indugao de regenera-
¢do (Tabela 1) foi obtida no método E, com apenas
22% de indugdo de regeneracgio, com a cultivar [PA-5,
no meio M2 , e 23% de indugdo de regeneracio com
IPA-6, no meio M3.

Alongamento de brotos das gemas regeneradas

Para se obter elevada freqiiéncia de alongamento
de brotos de gemas vegetativas, foram necessarios
trés ciclos de repicagem apos a indugdo. Nos meios
de inducio, os explantes formaram um pequeno calo
na superficie do corte, enquanto os meristemas in-
duzidos criaram pequenas gemas, sem alongamento.
As gemas comecaram a se¢ alongar apenas no se-
gundo ciclo, ficando completas no terceiro ciclo,
quando os brotos foram isolados ¢ enraizados.
Os resultados evidenciaram uma capacidade de alon-
gamento de brotos extremamente alta na cultivar
IPA-5, e pouco eficiente, no caso da cultivar [PA-6.
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TABELA 1. Freqiiéncia de induciio de regeneracio in vitro de tomateiro cultivares IPA-5 e IPA-61.

Cultivar Meio® Método de inoculagiio’
A B C D E
IPA-5 MO 92 - - - -
M1 - 11 25 - 0
M2 - 100 - 80 11
M3 - 100 - 100 22
IPA-6 MO 75 - - - -
M1 - 21 0 - 0
M2 - - - 65 0
M3 - 65 - 41 23

I Porcentagem de indugio de gemas vegetativas expressa com dados acumulados.
2 MO: Murashige & Skoog (1962); M1: McCormick (1991); M2: Redenbaugh et al. (1992); M3: Rhim et al. (1995).
3 A decapitagio (SDM, apos Fari et al., 1995a); B: cotilédone fendido; C: cotilédone inteiro (McCormick, 1991); D: cotilédone aparado (Redenbaugh

et al., 1992); E: primeira folha cortada (Rhim et al., 1995).
4 Nio foi estudado.

FIG. 1. Regeneracao in vitro de tomateiro cultivar
IPA-5. A: inducao de regeneracao a partir de
cotilédone fendido (a esquerda) e a partir de
cotilédone aparado (a direita); B: planta re-
generada apds o enraizamento.

Com relacdo ao alongamento de brotos apds a
indugdo de regeneracgio, com a aplicacdo de BAP e
ATA e subcultivo dos explantes com adi¢do de zeatina
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(Tabela 2), observou-se que o numero de brotos alon-
gados aumentou do segundo para o terceiro ciclo,
no caso das duas cultivares. Vinte explantes de
cotilédones fendidos (método B) da cultivar IPA-5
produziram 77 brotos alongados, no terceiro ciclo de
repicagem, e 32 brotos no ciclo anterior. Essa combi-
nagdo foi a mais produtiva. Em média, 5,45 brotos
alongados foram obtidos de cada explante (Tabe-
la 2). A cultivar IPA-6 produziu também mais brotos
alongados durante o terceiro ciclo.

Entre os métodos de inoculacio, observou-se, na
cultivar IPA-5, que os cotilédones fendidos produzi-
ram significativamente mais brotos (em média
5,45 brotos) do que os cotilédones aparados, com
média de 4,44 brotos. Nas mesmas combinagdes, a
cultivar IPA-6 produziu significativamente menor
numero de brotos alongados (0,87 ¢ 0,86, respectiva-
mente).

Os dados referentes ao alongamento de brotos,
apos a inducdo de regeneragdo com a aplicacdo de
zeatina e subcultivo dos explantes com adicdo de
zeatina, sdo apresentados na Tabela 2.

Na cultivar IPA-5, foram obtidos menos brotos
alongados, dependendo do método de inoculagio.
Essa tendéncia foi primeiramente observada no ter-
ceiro ciclo de repicagem, quando a quantidade de
brotos alongados decresceu. A mesma tendéncia foi
observada na cultivar IPA-6.

Dos explantes de primeiras folhas cortadas
(método E), produziu-se apenas um pequeno nume-
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TABELA 2. Capacidade de alongamento de brotos de tomateiro cultivares IPA-5 e IPA-6 cultivados in vitro
durante o segundo (R2) e terceiro ciclo (R3) de repicagem.

Cultivar Meio Método N°®de N° de gemas/broto alongado  N°total de brotos ~ N°médio de brotos
1
explantes R2 R3 alongados alongados
IPA-5 BAP+AIA/zeatina Método B 20 32 77 109a 5,45
Método D 18 20 60 80b 4,44
Zeatina/zeatina Método B 8 10 9 19¢ 2,37
Método D 25 13 2 15f 0,60
Método E 36 3 0 3h 0,08
IPA-6 BAP+AIA/zeatina Método B 29 10 15 25d 0,86
Método D 31 5 22 27¢ 0,87
Zeatina/zeatina Método D 20 14 3 17f 0,85
Método E 30 5 6 11g 0,35

I Médias seguidas da mesma letra nfio diferem entre si, pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

ro de brotos alongados (IPA-5 = 0,08 broto/explante
¢ [PA-6 = 0,35 broto/explante).

Enraizamento e aclimatacio das plantas regenera-
das

Com quatro a cinco dias apds a repicagem, oS
brotos apresentaram sistema radicular desenvolvi-
do (Fig. 1B). Apos 18 e 21 dias, foram transferidos
para substrato ¢ aclimatados.

A analise da cultivar IPA-5 demonstra que os
métodos cotilédone fendido ¢ cotilédone aparado
produzem 100% de inducdo de regencragdo. Nessa
cultivar foi observado que apenas os explantes cul-
tivados em meio de indugdo contendo BAP e AIA
produziram alta freqiiéncia de alongamento durante
os ciclos de repicagem. Quando o meio de indugao
foi suplementado apenas com zeatina, o nimero de
brotos alongados obtidos durante os ciclos de
subcultivo foi consideravelmente menor. Resultados
semelhantes foram descritos por McCormick (1991),
utilizando a cultivar VF36.

Na cultivar IPA-5, foi observado que o cotilédone
fendido possui uma capacidade de regeneracio de
brotos alongados 20% maior do que o método
cotilédone aparado utilizado por Redenbaugh et al.
(1992). Supde-se que a maior superficie de corte te-
nha influéncia significativa sobre esse fendmeno.
Fari et al. (1995b), trabalhando com transformagao
genética de berinjela (Solanum melongena), obser-

varam que a maior superficie de corte do cotilédone
resulta em maior capacidade de regeneracio ¢ consi-
deravelmente maior freqiiéncia de transformagio ge-
nética.

De acordo com os resultados obtidos, a regene-
racdo das cultivares IPA-5 ¢ IPA-6 pode ser realizada
em quatro ciclos de cultivo; sendo um ciclo para a
inducao de regeneracao e trés para obtengao de alon-
gamento de brotos.

CONCLUSOES

1. As cultivares de tomate IPA-5 ¢ IPA-6
possuem alto potencial de organogénese esponta-
nea, confirmado pelo método de decapitagao.

2. Para regeneracdo das cultivares IPA-5 ¢ IPA-6
s30 necessarios um ciclo de cultivo para a indugio
de regeneragio ¢ trés ciclos para a obtengao de alon-
gamento de brotos.

3. A cultivar IPA-5 ¢ ideal para os estudos de re-
generagao in vitro e para a engenharia genética; pro-
duz média de 5.45 brotos alongados a partir do
cotilédone fendido e 4,44 brotos alongados por
explante em cotilédone aparado; o nimero maximo
de brotos ¢ obtido quando a inducio de gemas ¢
realizada em meio com BAP (2,5 mg L-1) ¢
ATA (0,2 mg L), e, depois, durante trés ciclos
de subcultivos, quando ¢ aplicado apenas
zeatina (0,5 mg L)
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