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RESUMO

TORRES, FRANCISCO JOSE BRANDAO, D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Maio de 2013. Micropropagacéo e aclimatizacdo do
tomateiro hibrido “Alambra”. Orientador: Prof. Dr. Almy Junior Cordeiro de
Carvalho. Coorientador: Prof. Dr. Ruimario Inacio Coelho.

Foram instalados trés experimentos, na cidade de Alegre, estado do Espirito
Santo, Brasil, com os objetivos de testar diferentes concentracbes do meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) para a producdo de plantas matrizes do tomateiro,
estabelecer as dosagens dos reguladores vegetais ha sua micropropagacao e na
aclimatizacdo das mudas micropropagadas do tomateiro hibrido “Alambra”. O
primeiro trabalho teve como objetivo testar diferentes concentracées do meio MS
na producdo de plantas matrizes desenvolvidas in vitro, do tomateiro hibrido
“‘Alambra”. Sementes do tomateiro Alambra, foram desinfestadas e inoculadas em
frascos de vidro contendo 40 mL de meio MS nas concentra¢des de 0; 0,25; 0,5
(meia forga); 0,75 e 1 (forca total) do meio MS. Apds inoculacéo, os frascos foram
transferidos para sala de crescimento em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) composto de cinco concentracdes de meio MS e cinco repeticdes, em um
total de 25 unidades amostral, onde permaneceram por 21 dias. Transcorrido
esse tempo, foram feitas as andlises das caracteristicas biométricas das plantulas
através de regressdo polinomial. Concluiu-se que o meio MS forca total
proporcionou maior desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular das

plantulas. O segundo trabalho teve como objetivo testar o efeito de reguladores
Vi



vegetais na micropropagacgéao do tomateiro “Alambra”, onde segmentos apicais do
caule provenientes das plantas matrizes desenvolvidas in vitro, foram excisados e
inoculados em 40 mL de meio MS forca total, acrescido de 0; 10; 100 e 1000 pg
L™ de cinetina e 100 pg L™ de auxina. Depois de 21 dias de permanéncia na sala
de crescimento, sob condicfes controladas foram avaliadas as caracteristicas
biométricas das plantulas por regressdo polinomial. A dose de 100 pg L™ de
cinetina, associada a 100 pg L™ de acido naftaleno acético, proporcionou maior
acumulo de massa fresca de parte aérea e de raiz. Doses de 1000 pg L™ de
cinetina promoveram formacao de tecidos calosos nas plantulas, entretanto, nao
houve desenvolvimento do sistema radicular. No terceiro trabalho verificou-se o
efeito de reguladores vegetais sobre a aclimatizacdo das mudas
micropropagadas. Segmentos apicais do caule das plantas matrizes foram
inoculados em frasco de vidro contendo 40 mL de meio MS forca total acrescido
de: 0; 1; 10; 100 e 1000 ng L™ de cinetina e 100 pg L™ de auxina. Apos inoculacéo
os frascos foram transferidos para sala de crescimento onde permaneceram por
21 dias sob condi¢cdes controladas. ApOs esse periodo as plantulas foram
transplantadas em vasos plasticos contendo 300 mL de substrato (Brasplant®),
previamente autoclavado. Transcorrido esse tempo, as plantulas foram
transferidas para casa de vegetacao e dispostas sobre bancada em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco doses de cinetina e cinco repeticdes.
Concluiu-se que a dosagem de cinetina de 1,0 pg L' promoveu maior

desenvolvimento das caracteristicas avaliadas.

Palavras-chave: Segmentos apicais, Plantas matriz, Organogénese somatica.
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ABSTRACT

TORRES, FRANCISCO JOSE BRANDAO, D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. May, 2013. Micropropagation and acclimatization of
tomato hybrid Alambra. Advisor: D.Sc. Almy Junior Cordeiro de Carvalho. Co-
Advisor: D.Sc. Ruiméario Inacio Coelho.

Three experiments were carried out in Alegre, city of Espirito Santo state, Brazil,
with the objective of testing different concentrations of MS medium (Murashige
and Skoog, 1962) for the tomato matrix plants production, to establish the dosages
of plant regulators in the micropropagation and in the acclimatization of tomato
hybrid "Alambra" plantlets. The first study aimed to test different concentrations of
MS medium in the production of matrix plants of tomato hybrid "Alambra™ grown in
vitro. Seeds of Alambra tomato were disinfected and inoculated into glass
container with 40 mL of MS medium in the concentrations of 0, 0.25, 0.5 (half
strength), 0.75 and 1 (full power) of MS medium. After inoculation, the glass
containers were transferred to a growth chamber in a completely randomized
design (CRD) with five concentrations of MS medium and five replications, in a
total of 25 sample units, where they remained for 21 days. After this time, the
analyses of seedling’s biometric characteristics were done by the polynomial
regression. It was concluded that the MS medium, full strength, provided greater
development of shoots and roots of seedlings. The second study aimed to test the

effect of plant regulators on micropropagation of "Alambra" tomato, where the
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apical segments of the stem from matrix plants grown in vitro were excised and
inoculated in 40 mL of MS medium, full strength, with 0; 10, 100 and 1000 mg Lt
kinetin and 100 mg L™ auxin. After 21 days in the growth chamber, under
controlled conditions, were evaluated biometric characteristics of seedlings by
polynomial regression. The dose of 100 mg L™ kinetin, mixed with 100 mg L™
naftalen acetic acid, showed higher accumulation of fresh weight of shoot and
root. Doses of 1000 mg L™ kinetin promoted callous tissue formation in seedlings,
however, there was no root system development. The third study aimed to verify
the effect of plant regulators on the acclimatization of plantlets. Apical segments of
stems of matrix plants were inoculated in glass container with 40 mL of MS
medium, full strength, plus: 0, 1, 10, 100 and 1000 mg L™ kinetin and 100 mg L™
auxin. After inoculation, the flasks were transferred to a growth chamber where
they remained for 21 days under controlled conditions. After this time, the
seedlings were transplanted into pots with 300 mL of substrate (Basaplant®),
previously autoclaved. Then, the seedlings were transferred to the greenhouse
and placed on the bench in a completely randomized design with five doses of
kinetin and five replications. It was concluded that the dosage of kinetin 1.0 mg L™

promoted further development of features evaluated.

Keywords: apical segments, matrix plants, somatic organogenesis.



1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicon L.) € a segunda hortalica mais
plantada no mundo, perdendo apenas para a batata inglesa (Solanum tuberosum)
(Bathia et al., 2004) pertencente da familia das Solanaceae. O maior produtor
mundial € a China, participando com 27,8% da producdo, com 1.454.583 ha
(Sintese, 2011), sendo seguida pelos Estados Unidos da América, Turquia, india
e Egito (Faostat, 2011).

O Brasil encontra-se em 9° lugar, respondendo por 1,2% da producao
mundial, com area de 60.912 h& e produtividade média de 63.760 kg ha™ (IBGE,
2011), sendo o terceiro pais em produtividade. A produtividade média foi de 64,7 t
ha®. Os estados brasileiros com maior participacdo na safra nacional foram
Goias, Sao Paulo e Minas Gerais com 33,4, 16 e 11,4%, respectivamente
(Faostat, 2011).

Entretanto, o consumo per capta do brasileiro saltou de 5,4 kg ano™ em
2004 para 19 kg em 2010, ainda considerado baixo em relacdo aos paises como
Turquia, Egito e Italia cujo consumo per capta é de 85,8; 84,4 e 66,1 kg,
respectivamente (Faostat, 2011).

O Estado do Espirito Santo é o segundo maior produtor brasileiro por
produtividade, com aproximadamente 60 t ha™, perdendo apenas para Goids, cuja
produtividade ultrapassa 80 toneladas (Embrapa, 2011).

Até a década de oitenta a tomaticultura era baseada nas variedades

Santa Cruz, Santa Clara, Angela, Angela Hiper e Kada. Essas variedades
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atendiam as exigéncias dos consumidores devido as suas caracteristicas em
termos de aroma, forma, tamanho, cor, paladar, porém seus frutos possuiam
baixa resisténcia a injurias provocadas por danos mecanicos na ocasido da
colheita, do transporte do armazenamento (Ferreira, 2004).

Na pesquisa de frutos mais resistentes, os hibridos longa vida foram
descobertos em 1984 nos Estados Unidos da América (Ferreira, 2004). Dentre as
suas principais caracteristicas, ressalta-se a resisténcia dos frutos a injarias
mecéanicas e o seu maior tempo de prateleira, que chega até 30 dias pds-colhido
e por essas razdes atualmente lideram o mercado Brasileiro de tomates in natura
(Embrapa 2011).

Dentre as principais variedades de tomateiro longa vida, o hibrido
“‘Alambra” tem se destacado como uma das mais promissoras, devido a melhor
gualidade dos frutos e maior produtividade. No Estado do Espirito Santo houve
um crescimento de 19% no plantio de hibridos transgénicos e cerca de 80% dos
tomaticultores cultivam essa variedade (Embrapa, 2011).

Para cultivo comercial do tomateiro, a micropropagacdo € uma técnica
apresentada como alternativa para a producdo de mudas de alta qualidade
genética e fitossanitaria, pois através de apenas um explante € possivel produzir
centenas e até mesmo milhares de mudas de alta qualidade, com espaco e tempo
reduzidos (Souza et al., 2009). Sendo esta técnica ideal para multiplicacdo de
clones de um espécime de caracteristicas desejadas.

Varios fatores influenciam na micropropagacdo das plantas, tais como a
gualidade fitossanitaria e genética das plantas doadoras de explantes (Guerra e
Nodari, 2006), além da idade e os tipos desses explantes (Torres, 2008) e
concentracdo dos reguladores vegetais utilizados no meio de cultivo (Perez,
2002), como da concentracdo de sais e acUcares, além do aspecto fisico desse
meio, podendo ser, sdélido ou liquido O meio de cultura € constituido de macro e
microelementos essenciais, substancias organicas, reguladores vegetais,
vitaminas, que aumentam a concentracao do meio reduzindo seu potencial hidrico
afetando o crescimento e desenvolvimento das plantas (Grattaplagia e Machado,
1998).

As plantas matrizes desenvolvidas in vitro podem garantir a qualidade

genética e sanitaria dos explantes, pois sao produzidas em meio asséptico e na
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maioria das vezes ndo ha necessidade de desinfestacdo dos explantes, caso
ocorra alguma contaminacdo os mesmos podem ser descartados.

Dentre os reguladores de crescimento, as auxinas sao hormonios
vegetais que em dosagens convenientes para cada espécie, estimulam o
alongamento celular e induzem o crescimento e desenvolvimento das raizes
enquanto as citocininas induzem a multiplicacdo celular e promovem a formagéao
de ramos.

Quando as plantas séo cultivadas ex vitro, o balango entre a dosagem de
citocininas e auxinas € sincronizado, ocorrendo naturalmente, e tanto a parte
aérea como o sistema radicular, desenvolvem simultaneamente, enquanto no
ambiente in vitro essa relacdo hormonal tem que ser determinada para o0s
diferentes horménios e para espécies e genétipos diferentes.

Geralmente a producao de mudas do tomateiro é seminifera, favorecendo
a disseminacao e infestacao de pragas e doencas, reduzindo sua produtividade e
a qualidade dos frutos (Souza et al.,, 2009). Suas sementes por serem
transgénicas e importadas, tornaram-se caras para 0s tomaticultores, sendo
necessario buscar meios alternativos de producdo de mudas de maior
produtividade, de melhor qualidade e consequentemente, de menor custo.

Segundo Murashige (1974), a micropropagacao € constituida de quatro
etapas distintas, sendo que a aclimatizacdo € considerada a mais dificil. Nessa
etapa as mudas saem das condicbes do ambiente de laboratério e sao
transferidas para a casa de vegetacdo. Esta passagem é critica e representa em
alguns casos um fator limitante ao processo de micropropagacédo. Alguns autores
tém relatado a importancia das condicbes ambientais no sucesso da
aclimatizacao (Oliveira e Campostrini, 2008; Pasqual et al., 2011).

Calvete (1998), relata que a transferéncia do cultivo in vitro para a
aclimatizacao, resulta em mudancas abruptas no ambiente e que isto, podera ter
influéncia na sobrevivéncia e na aclimatizacdo das plantulas micropropagadas.

Esse trabalho foi desenvolvido com os objetivos de testar diferentes
concentracfes do meio MS para a producdo de plantas matrizes do tomateiro,
estabelecer as dosagens dos reguladores vegetais ha sua micropropagacao e na

aclimatizacdo das mudas micropropagadas do tomateiro hibrido “Alambra”.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicon L.) é a segunda planta olericola mais
cultivada no mundo, perdendo apenas para a batata inglesa (Bathia, 2004).
Originado da América do sul, nas regides andinas do Peru e da Bolivia (Peralta et
al., 2005). Foi introduzido no Jap&o pelos portugueses, vindo do sudeste da Asia
ou da China. No Brasil, foi introduzido pelos imigrantes italianos, na metade do
século XIX.

Pela classificacdo do sistema APG (Angiosperm Phylogeny Group),
publicado em 2003, um sistema de taxonomia vegetal moderno utilizado na
classificacdo de plantas com flor, na sua revisdo APGIII (2009) classifica a
espécie do tomate em: Cladus Angiosperma, Cladus eudicots, Core eudicots,
Asterids, Euasterids |, Ordem Solanales; Familia Solanaceae; subfamilia
Solanoideae; Tribus Solaneae; Genus Solanum e Espécie Solanum lycopersicum
(APG I, 2009).

E uma planta herbacea, de caule redondo, piloso e macio. Quando jovem
€ anguloso e se torna fibroso com o passar do tempo (Minami e Haag, 1989). As
flores, sdo hermafroditas, geralmente ocorrendo de 3 a 12, reunidas em forma de
cachos, sdo pequenas e amarelas, caem em forma de nés no ponto de unido dos

pedunculos, dando origem aos frutos (Fontes e Silva, 2002).
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O tomateiro é uma cultura de importancia econémica, devido ao seu fruto
ser fonte de alimentagdo humana, rico em vitaminas do complexo A e B,
acucares, 4cidos organicos, minerais, como célcio, fésforo, acido félico e licopeno,
substancia responsavel pela coloracdo vermelha do fruto, sendo também
anticancerigena. Tem expressao social por congregar na cadeia produtiva um
efetivo de 10.000 produtores, envolvendo 60.000 familias e mais de 200.000
trabalhadores (Tavares, 2003).

Até o inicio da década de 80, era plantado cultivares convencionais, como
Santa Cruz, Kada, Angela, Santa clara, que respondiam por mais de 70% da area
cultivada, e cujos frutos, possuiam excelentes qualidades que satisfaziam as
necessidades comerciais, tais como, tamanho e formato, aroma, paladar e cor.

A partir de 1984, através da biotecnologia vegetal foi introduzido no
mercado americano o primeiro hibrido de tomate transgénico tipo longa vida. Do
grupo redondo destaca-se a presenca de tomates longa vida estrutural e longa
vida com gen rin. Como exemplo do tomate salada longa vida estrutural estdo os
hibridos F1 Diana, Monalisa, Sheila, Bona Clause e Fanny Royal Aluis (Fontes,
Silva, 2002, Filgueira, 2003). Do tomate longa vida com gene rin incluem-se os
hibridos F1 Carmen, Raisa, Graziela, Densus Horticeres, Alambra Clause,
Séculus Horticeres, Razan, Rodas (Gualberto et al., 2002; Fontes e Silva, 2002;
Filgueira, 2003).

Nas variedades convencionais a presenca da enzima poligalactunorase
atua sobre a celulose do pericarpo do fruto, promovendo seu amolecimento e
amadurecimento precoce do fruto, tornando-os vulneraveis a danos mecanicos
por ocasido da colheita, embalagem e transporte, reduzindo assim, seu tempo de
prateleira (Filgueira, 2003). Os hibridos longa vida contém o gene Flavr Sarv, anti-
senso que inibe a acdo da poligalactunorase. Tornando seus frutos firmes,
resistentes a colheita e ao transporte, como também permite o prolongamento da
colheita e aumenta o periodo de prateleira dos frutos em até 30 dias (Ferreira,
2004).

Devido a essas e outras qualidades, os hibridos longa vida tornaram-se
lideres no mercado consumidor de frutos in natura, respondendo por mais de 80%

da producéo de tomate brasileira (Embrapa, 2011).



2.2. Propagacéao do tomateiro

A demanda por sementes, de tomate no segmento de mesa é crescente
em todo o mundo mesmo com precos significativamente maiores do que os das
cultivares convencionais. Esse aumento da demanda é motivado pelas vantagens
gue propiciam aos produtores e consumidores, destacando-se o aumento da
produtividade, a precocidade, a maior uniformidade, a melhor padronizacdo e
gualidade dos frutos, a maior resisténcia a pragas e doencas, a melhor
conservacao poés-colheita (Souza et al., 2009), justificando a busca de meios
alternativos de producdo de mudas produtivas, de qualidade genética,
fitossanitaria e de menor custo.

A propagacao vegetativa in vitro, também denominada micropropagacao,
vem ganhando espaco no processo de producdo de mudas. Essa tecnologia
baseia-se na producéo de plantulas, em tubos de ensaio ou frascos de vidro, a
partir de 6rgéos, tecidos ou células, tais como: meristema apical, folhas, cambio,
raiz, polen (Torres et al.,, 1998), permitindo a obtencdo de plantas em escala
comercial, com elevada qualidade genética e fitossanitaria e em curto espaco de
tempo (Grattaplagia, 1988)

A micropropagacao pode assegurar o suprimento continuo e uniforme de
plantas, além de possibilitar a obtencdo de mudas sadias e homogéneas. As
vantagens e eficiéncia dessa tecnologia tornam-se mais evidentes, quanto
maiores forem a capacidade e a facilidade de multiplicacdo das plantulas,
reduzindo gastos e exigindo pouco espaco e tempo (Hirami, 2000; Naves, 2001).

E baseada na totipotencialidade das células, isto €, na capacidade das
células responderem a estimulos, traduzi-los, induzindo a formacado dos 6rgaos
vegetais, que constituem o corpo de um organismo completo (Gauthered, 1983).

A organogénese somatica relaciona-se com a obtencdo de eixos
caulinares monopolares originados de gemas preexistentes ou neoformadas.
Estes eixos caulinares sdo induzidos ao enraizamento in vitro ou ex Vvitro,
resultando em plantulas completas, que podem ser entdo aclimatizadas (Guerra e
Nodari, 2006).

A organogénese direta ocorre sem a passagem por formacado calosa. Os
explantes utilizados séo de células ou tecidos meristematicos, em meio de cultivo

e de reguladores vegetais, que em concentracbes micromolares, induzem
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diretamente a formacdo dos 6rgdos da planta (Peres, 2002; Guerra e Nodari,
2006).

Os explantes mais utilizados na organogénese direta sdo 0os meristemas
apicais, segmentos apicais e segmentos nodais, por possuirem tecidos
indiferenciados e células meristeméticas em constante divisdo celular (Torres et
al., 1998). Sdo constituidos de células pequenas, com nucleos proeminentes,
sendo essas, protegidas por primordios foliares, dificultando a instalacdo e
disseminacao de agentes fitopatogénicos (Guerra e Nodari, 2006).

A organogénese somatica indireta é caracterizada, inicialmente pela
passagem de calo, que ao ser recultivado, ira promover a formacgao dos 6rgaos da
futura plantula. Os explantes utilizados geralmente sdo formados de células
diferenciadas, ndo meristematicas, que em contato com reguladores de
crescimento e em meio de cultivo in vitro, sofrem desdiferenciacéo celular. Suas
células retornam ao estagio meristematico, promovendo a formacao de células
diferenciadas que induzem a formacéo dos érgaos das plantulas, originando um
organismo completo (Peres, 2002).

Calo é um tecido formado de células desorganizadas em resposta a
injuria causada em funcéo da excisao do tecido da planta matriz (Fosket, 1994). A
calogénese € empregada na cultura de tecidos de plantas, por possibilitar o0 uso
de diferentes partes do vegetal como explante. Geralmente quando se deseja
inducéo de calo utiliza-se como explantes tecidos diferenciados como hipocdétilos,
folhas cotiledonares inteiras (Torres, 2008), folhas cotiledonares inteiras, e
seccionadas ou fendidas (Fari, 2002; Harish et al., 2010; Mohamed, 2010), folhas
cotiledonares fendidas (Fari, 2000; Borges et al., 2005).

Na organogénese somatica direta, a passagem por calo € indesejavel,
devido ao fato de algumas plantas regeneradas apresentarem variacao geneética,
comumente denominada, variacdo somaclonal, podendo obter plantas nao
idénticas a planta matriz (Larkins e Vasil, 2000).

Segundo Pasqual et al. (1997), o sucesso da micropropagacao esta
relacionado a varios fatores dentre eles, o tipo e tamanho dos explantes, os tipos
e tamanho dos frascos utilizados, o meio de cultivo, os reguladores de
crescimento, os fatores abidticos e os diferentes genotipos.

Os explantes mais utilizados na micropropagacao do tomateiro sao 0s

meristemas apicais, segmentos apicais caulinares, e segmentos nodais (Torres,
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2008), seguido de folhas, hipocétilos, cotilédones inteiros, cotilédones aparados e
cotilédones fendidos (Fari et al., 2000; Sheeja et al., 2004; Bathia, 2004; Harish et
al.,, 2010) ou qualquer tecido que responda a inducdo de um estimulo
expressando-o na regeneragado de uma planta.

Na organogénese somdtica direta, a utlizacdo de segmento apical,
mostrou-se mais eficiente na regeneracédo das plantas de tomateiro longa vida
Alambra, em relagdo a segmento nodal, enquanto hipocétilos e folhas
cotiledonares inteiras foram mais efetivos na formagéo de calos (Torres, 2008).

Harish et al. (2010) e Mohamed et al. (2010) verificaram que hipocotilos
de plantas de tomateiros foram mais efetivos na organogénese somatica indireta,
onde obtiveram alto indice de calejamento, que apds recultivados, obtiveram, alta
taxa de regeneracéao das plantas, em relacdo a outros explantes estudados.

Trabalhos realizados por Sheeja et al. (2004) e Bathia et al. ( 2004),
concluiram que para a regeneracdo indireta do tomateiro, os melhores
tratamentos foram obtidos quando utilizaram cotilédones aparados e fendidos.
Resultados semelhantes foram verificados por Fari (2000) e Borges et al., (2005).

O tamanho dos explantes utilizados na micropropagacao, também varia
de acordo com o objetivo do trabalho experimental. Quando se usa meristema
apical como explante, o tamanho ideal varia entre 0,10 a 0,20 mm de
comprimento. Explantes menores que 0,3 mm, garantem maior limpeza clonal
reduzindo o risco de contaminacao, entretanto reduzem também a capacidade
germinativa da plantula (Torres, 1998).

Os meristemas sao constituidos de células pequenas, indiferenciadas e
em constante divisdo celular, ndo permitindo a instalacao e disseminacao desses
agentes contaminantes (Peres, 2002). Por outro lado, explantes muito pequenos,
ndo crescem ou demoram muito a desenvolver (Grattaplagia e Machado, 1998).
Explantes maiores que 0,5 mm de comprimento aumentam a percentagem de
pegamento dos explantes, entretanto aumenta-se também o risco de
contaminacao (Guerra e Nodari, 2006).

As plantas sdo organismos pluricelulares complexos e para 0 seu
desenvolvimento ordenado, necessita de um eficiente meio de comunicacao entre
os O6rgdos, os tecidos e as células. Os principais meios de comunicacao

intercelular sdo os hormonios, que Sdo mensageiros quimicos primarios que
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carregam a informagcdo entre células e, desta forma, coordenam o0 seu
crescimento e desenvolvimento (Perez, 2002).

A competéncia celular € definida como a capacidade das células
responderem aos estimulos especificos quer seja por reguladores de crescimento
ou por fatores abioticos, ela é traduzida na inducdo de 6rgdos ou na alteracao do
desenvolvimento vegetal (Carry et al., 2001). A falta de receptores para induzir o
processo organogénico reflete na falta de competéncia do tecido (Peres, 2002).

A determinacao celular é a capacidade que um tecido possui de canalizar
o0 metabolismo para uma via de desenvolvimento especifica. Quanto maior a
determinacdo de um tecido, para formar um 6rgdo, menor sera sua competéncia
para formar outros 6rgdos. A raiz tem alta determinacdo para formar raiz e baixa
competéncia para formar ramificacdes. Os meristemas e segmentos apicais
possuem alta competéncia e baixa determinagéo (Peres, 2002).

Moléculas receptoras especificas correspondentes para cada um dos
hormonios das plantas estdo presentes nas membranas celulares das células
alvo, recebem, traduzem, amplificam e respondem aos sinais. O sinal pode estar
relacionado com mudanca na concentracdo de ions, respostas a luz, ou no
desenvolvimento da planta como germinacdo ou dorméncia, senescéncia, queda
de folhas, amadurecimento de frutos.

A deteccdo do sinal é acompanhada pela interacdo entre 0 horménio e o
receptor celular, o qual é especifico para cada classe de horménio e caracteristico
da célula alvo. Estes receptores sdo glicoproteinas que se ligam reversivelmente
com o horménio. A formacdo do complexo ativo hormdnio-receptor, completa o
estagio de percepcédo do sinal, onde inicia uma série de eventos bioquimicos que
finalmente levam a resposta final (Perez, 2002). O processo morfogenético
depende da atividade e expressdo de genes e a organogenese de tecidos
vegetais in vitro normalmente ocorre em resposta a adicdo de reguladores de
crescimento exdgenos, geralmente auxinas e citocininas. Relacdo alta entre
citocinina e auxina no meio de cultivo, induz a proliferacdo de ramos, enquanto
baixa relacédo induz a formacédo de raiz. Quantidade equimolar de ambas induz a
formacédo de calo, tecido formado por células desorganizadas (Yamaguchi et al.,
2003).

As auxinas sao de ocorréncia ampla no reino vegetal, sendo encontradas

principalmente em 6érgados que estdo em crescimento ativo, tais como as regides
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meristematicas dos apices radiculares e caulinares, folhas jovens, coleoptilos e
sementes em desenvolvimento. S&o sintetizadas em regides de crescimento
ativo, como o meristema apical do caule, gemas axilares ou laterais, folhas jovens
e meristemas das raizes. S&o substancias quimicamente relacionadas com o
acido indol-3-acético (AlA), que promovem o crescimento das raizes das plantas,
principalmente através do alongamento celular (Taiz e Zeiger, 2009).

Os niveis de AIA nos tecidos vegetais sdo controlados por variagdes nas
velocidades de sintese, inativacdo e degradacdo. Assim, através de processos ou
reacfes enzimaticas a molécula de AIA pode se ligar a outras moléculas,
produzindo compostos inativos. As auxinas séo catabolizadas pela acdo da AlA-
oxidase, sendo um dos produtos finais, o metileno-oxindol. Ocorre também,
fotoxidacdo da molécula de AIA, na qual substancias como a riboflavina,
absorvem a energia utilizada para ativar a oxidacao do acido indol acético, como
0 AlA-aspartato e o AIA—glutamato (Bandursk et al., 1995).

O desenvolvimento de raizes é influenciado por substéncias reguladoras
de crescimento, sendo que o alongamento de raizes primarias € inibido por
concentracdes endégenas de auxina maiores que 10®° molar, enquanto que a
iniciacdo de raizes laterais e adventicias € estimulada por altos niveis de auxina
(Taiz e Zeiger, 2009). Na regeneracao in vitro por organogénese, a relacdo dos
hormonios citocininas e auxinas influencia diretamente na formacédo dos 6érgaos
das plantas.

Hartmann e Kester (1990) sugerem que a diferenciacdo de raizes
adventicias, esta relacionada com a concentracdo de moléculas de auxinas
presentes na regido de regeneracdo. Em algumas espécies vegetais, foi
verificado aumento significativo de auxina enddégena na zona de enraizamento.
Tem-se utilizado auxina exdgena nos meios de cultivo in vitro com o intuito de
aumentar sua concentracdo a um nivel 6timo para a formacao de raizes.

A atividade das células iniciais responsaveis pela emissao de raizes
adventicias depende da presenca de auxina, seja ela endégena ou exdgena. De
acordo com Hartmann e Kester (1990), o surgimento das raizes pode ser dividido
em duas fases: iniciacdo e elongacdo.

Na primeira etapa, ha uma fase que depende da presenca de auxinas na
qual se inicia o processo da formacédo da raiz. A etapa seguinte caracteriza-se

pela formacdo do sistema vascular, que se conecta com 0s vasos adjacentes
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(Hartmann e Kester, 1990). De acordo com Taiz e Zeiger (2009), o meristema
dard origem apenas a raiz primaria, ndo apresentando relacdo com a emissao de
raizes laterais.

O enraizamento de brotos propagados in vitro requer geralmente
transferéncia de meio de cultura com menor concentracao de sais. Thorpe (1991)
obteve resultados positivos em diferentes espécies com o emprego do meio MS
(Murashige e Skoog, 1962), diluindo-se 50% de sua concentracao inicial. Pereira
et al. (1995) testaram diferentes concentracdes acido indol butirico (AIB) e do
meio MS, para obtencéo de brotagdes de morangueiro e verificaram, que a adicao
de AIB ao meio de cultura, prejudicou o desenvolvimento tanto do sistema
radicular, quanto da parte aérea e, que o meio MS diluido proporcionou um
melhor desenvolvimento de ambas as partes. Ferreira et al. (1996), visando
analisar o enraizamento em plantas micropropagadas das cultivares de
morangueiro Konvoy, Vila Nova e Campinas, estudaram diferentes
concentragbes de sais no meio MS e concluiram que ambos o0s meios
favoreceram o enraizamento e a formacgao de raizes nas cultivares.

Em morangueiros, Boxus et al. (1974) e Kiernan et al. (1984) obtiveram
formacdo de raizes com a inclusdo de 4,92 mmol de AIB no meio de
enraizamento, embora todos os explantes tenham desenvolvido uma grande
guantidade de calo na base das brotacdes. Grande reducdo na quantidade e
gualidade das raizes foi obtida aumentando-se a concentracdo de Benzil Amino
Purina (BAP), na fase de multiplicacdo, demonstrando que o BAP enddgeno
poderia ser importante durante a fase de enraizamento. Resultados semelhantes
foram obtidos por Torres (2008) com a cultivar de tomateiro hibrido Alambra, onde
nas doses de 0,1 mg L* de Acido naftaleno acético (ANA), as plantulas
apresentaram excelente enraizamento, embora apresentassem pequena
formacdo de calo na zona de excisdo dos explantes. Dosagens maiores
proporcionaram maior calejamento em relacdo a formacao de raiz.

Costa et al. (2000) analisaram a resposta morfogenética das cultivares de
tomateiros IPA-5 e IPA-6 utilizando como explantes, folhas cotiledonares
seccionadas em porcdes apical e basal em diferentes doses de reguladores de
crescimento. As cultivares IPA-5 e IPA-6 apresentaram maiores frequéncias de
regeneracdo de ramos, 97 e 80%, respectivamente. Os melhores meios

encontrados para a regeneracdo e alongamento dos ramos das duas cultivares
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foram aqueles compostos de 1,0 mg L™ de zeatina associado com 0,1 mg L™ de
acido indol acético (AIA) e 2,5 mg L™ de BAP associado a 0,2 mg L™ de &cido
indol acético.

Nogueira et al. (2001) obtiveram 92% e 89% de frequéncia média de
regeneracao em tomateiros Santa Clara e seu mutante firme, utilizando as partes
distal e proximal de folhas cotiledonares como explantes. Segundo os autores, a
concentracdo de 1,0 mg L™ de zeatina associado com 0,1 mg L™ de &cido indol
acético (AIA) foi o melhor meio de inducdo de ramificacbes e de regeneracao
para as duas cultivares estudadas.

Borges et al. (2005), trabalhando com abacaxi ornamental, obtiveram
84,1% e 81,9% de enraizamento das plantas com dosagens de 0,05 e 0,01 mg L™
de acido naftaleno acético (ANA) e recomendam nao usar carvao ativado no meio
de enraizamento, por promover a reducéo da percentagem de brotos enraizados,
bem como o nimero médio de raiz por planta.

De acordo com Borges et al. (2005), explantes provenientes de folhas e
raizes nao apresentaram competéncia para regeneracdo das variedades de
tomate Diva, Carmem e Thomas. Provavelmente tenha ocorrido falha na
competéncia do gendtipo desses explantes. Peres (2002) relata que explantes
gue falham em formar um determinado 6rgéo in vitro, por estarem “determinados”
podem ter perdido a capacidade de expressao de “genes” mestres durante o
processo de diferenciacdo ocorrido anteriormente.

A fase de aclimatizacdo de plantas micropropagadas consiste em retira-
las da condicao in vitro e transferi-las para casa de vegetacao, podendo tornar-se
um fator limitante na cultura de tecido. Nesta fase, as plantas, que se
desenvolvem heterotroficamente sob condi¢cbes de alta umidade, alto potencial
hidrico e baixa luminosidade passam para condicOes autotroficas de baixa
umidade, altas temperaturas e altas luminosidades. Devido as diferencas entre as
duas condicdo ambiental é necessario que as plantas micropropagadas passem
por um periodo de aclimatizacdo antes de serem transferidas para condi¢des de
campo (Pasqual et al., 2011).

A fase de aclimatizacdo é necessaria para que a planta se adapte a nova
condicdo de ambiente e se desenvolva antes de ser levada a campo (Pasqual,
2011).
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A perda de 4gua é maior em mudas produzidas in vitro do que em mudas
j& aclimatizadas devido a pequena camada epicuticular e ao lento mecanismo de
fechamento e abertura de estbmatos. A quantidade de cera epicuticular
encontrada em plantas sob condi¢des in vitro chega a ser 25% do total
encontrado em plantas crescidas em casa de vegetacdo, embora a presenca de
cera epicuticular ndo seja um indicativo suficiente da sobrevivéncia das plantas na
aclimatizacao (Schackel et al., 1990).

O sucesso da técnica de propagacdo in vitro requer que as plantas
desenvolvidas heterotroficamente e sob condi¢cdes de alta umidade (90-100%),
posteriormente se adaptem, tornando-se autotréficas passando a crescer sob
condi¢cdes de moderada ou baixa umidade (Zimmerman, 1988). Tradicionalmente,
a aclimatacdo ex vitro das plantas micropropagadas € realizada segundo a
concepcao na qual, progressivamente, promove-se 0 incremento na irradiancia
mantendo-se, inicialmente, alta umidade relativa do ambiente logo apos o
transplantio, com gradativa reducdo da mesma, até que a fase de endurecimento
se complete (Campostrini e Otoni, 1996).

A obtencdo de mudas totalmente livres de pragas e doencas € possivel
por meio da cultura de tecidos vegetais, a qual permite a obtencéo de milhares de
mudas a partir de uma Unica gema, em curto espaco de tempo. Apesar do grande
namero de plantas que se obtém através da micropropagacdo, esta tecnologia
apresenta dois grandes problemas para a maioria das espécies de plantas: baixo
percentual de adaptabilidade das plantulas micropropagadas durante a etapa de
aclimatizacdo e o longo periodo que essas plantas permanecem nesta fase
(Gonzélez et al., 1997).
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3. TRABALHO N° 1

PRODUCAO DE PLANTA MATRIZ IN VITRO DO TOMATEIRO “ALAMBRA”

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi testar diferentes concentracdes do meio
MS (Murashige e Skoog, 1962), no estabelecimento de plantas matrizes in vitro
do tomateiro hibrido Alambra. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com cinco concentracdes de meio MS: 0; 0,25; 0,5 (meia for¢a); 0,75
e 1 (forca total) do meio MS, com cinco repeticbes. ApOs desinfestacdo em
camara de fluxo laminar, sementes de tomate, foram inoculadas em frascos de
vidro, contendo 40 ml de meio MS, para as diferentes concentracfes do meio MS,
onde permaneceram durante 21 dias em sala de crescimento sob condi¢cBes
controladas. Os resultados foram analisados através de regressao polinomial.
Concentracfes equivalentes a 0,50 forca de MS mostraram um ponto minimo
estimado de 210 mg de peso fresco do caule e 350 mg de peso fresco de raiz. O
meio 1,0 MS proporcionou maior producdo de massa fresca da parte aérea e de
raiz. Na auséncia de meio, as raizes das plantulas apresentaram-se longas, finas
e sem ramificacbes. O aumento da concentragdo do meio de cultura MS
proporcionou a obtencdo de raizes mais curtas, mais grossas e altamente

ramificadas.

Palavras-chave: explantes, organogénese, tomate, micropropagacao.
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PRODUCTION PLANT MATRIX IN VITRO OF TOMATO “ALAMBRA”

ABSTRAC — The objective of this study was to test different concentrations of MS
medium (Murashige and Skoog, 1962), the establishment of in vitro mother plants
of tomato hybrid Alambra. The experimental design was completely randomized
with five concentrations of the MS (0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0 MS), with five
replicates. After desinfestation in chamber laminar flow, tomato seeds were
inoculated in glass vials containing 40 ml of MS medium, for different
concentrations of MS medium, where they remained for 21 days in a growth
chamber under control conditions .The results were analyzed by polynomial
regression. Concentrations equivalent to 0.5 MS power point showed an estimated
minimum of 210 mg fresh weight of the stem and 350 mg fresh weight of root. The
1.0 strength MS medium produced higher fresh weight of the shoots and root. In
the absence of MS medium, the roots of seedlings showed up long, thin and
without ramifications. Increasing the concentration of the culture medium MS gave

the attainment of roots shorter, thicker and highly branched.

Keywords: explants, organogenesis, tomato, micropropagation

INTRODUCAO

A técnica de cultivo in vitro, consiste na inoculacdo de sementes ou
fragmentos de tecidos da planta matriz previamente desinfestados, denominado
explantes em meio de cultura apropriado e em condicfes assépticas, de modo
gue os mesmos tenham condicOes de crescer e desenvolver, produzindo uma
planta com as mesmas caracteristicas genéticas da planta matriz (Minamo et al.,
2010; Almeida et al., 2011).

A germinacao in vitro € uma das alternativas para se produzir plantas
matrizes de alta qualidade genética e fitossanitaria, pois as sementes sao
inoculadas em meio de cultura dentro de frascos de vidro previamente
esterilizados, onde as sementes encontram condicdes apropriadas para germinar

e desenvolver.
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Plantas matriz desenvolvidasin vitro, geralmente sdo sadias, vigorosas,
uniformes e produzem explantes exponencialmente, de apenas uma semente,
pode-se produzir uma planta que fornecerd varios tipos de explantes como
segmentos apicais, segmentos nodais (Torres, 2008), fragmentos de folhas
cotiledonares (Harish et al., 2010; Mohamed et al., 2010), dos quais poder&o ser
produzidas milhares de mudas sem perda das caracteristicas genéticas das
plantas matrizes (Souza et al., 2009).

Para a germinacdo e para o cultivo de tecido in vitro € necessario que
sejam estabelecidos protocolos adequados para cada espécie de cultura ou tipos
de explantes, buscando adequar o desenvolvimento dos mesmos no meio de
cultivo (Perez, 2002). O meio de cultivo mais utilizado na micropropagacéo
vegetativa foi estabelecido por Murashige e Skoog em 1962, tornando-se um meio
de propagacao in vitro universal também conhecido como meio MS.

A presencga de sais minerais no meio de cultivo influencia na resposta do
desenvolvimento dos explantes. O excesso de sais solUveis provoca reducdo do
potencial hidrico do meio induzindo menor capacidade de absorgéo de agua pela
planta. A reducédo do potencial hidrico e os efeitos toxicos dos sais interferem
inicialmente no processo de absorcdo de agua pela semente, influenciando na
germinacao (Taiz e Zeizer, 2009).

Frettet et al., (1991) afirmaram que a absorcéo de ions da solucéo salina
pelas sementes, pode determinar distarbio no balanco osmoético das células,
estimulando o influxo de agua nas sementes, bem como causar toxidez as
plantulas.

Duarte et al.,, (2006) e Torres (2007) verificaram que a reducdo do
potencial osmético da solucdo de NaCl do substrato € prejudicial & germinacdo e
ao desenvolvimento das plantas.

A desuniformidade na germinacdo das sementes resulta no
desenvolvimento das plantas em diferentes estagios de crescimento,
influenciando no seu desenvolvimento pds-germinacdo, geralmente originando
explantes em diferentes estagios de desenvolvimento, o que podera influenciar no
seu crescimento e desenvolvimento.

Embora o meio de cultivo mais utilizado in vitro seja o meio MS

(Murashige e Skoog, 1962), o mesmo pode ser modificado, pois em determinados
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estagios da organogenese, a concentragcdo dos componentes do meio pode
influenciar no desenvolvimento das plantulas.

O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito de diferentes
concentragbes do meio MS no desenvolvimento e vigor de plantas matrizes do

tomateiro tipo longa vida “Alambra” germinadas in vitro.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais, do Departamento de Producao Vegetal, do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Espirito Santo, na cidade de Alegre, estado do
Espirito Santo, Brasil.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco
doses de meio MS e cinco repeticdes, em um total de 25 unidades amostrais.

Foram utilizadas sementes certificadas de tomateiro (Solanum
lycopersicon L.) variedade Alambra, adquiridas na empresa PLANTEC, situada no
municipio de Venda Nova do Imigrante-ES.

Em camara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas com alcool
etilico 70% (v/v) durante 30 segundos, em seguida, com hipoclorito de sédio a 2%
(v/v) durante 20 minutos. Apés a desinfestacdo, as sementes foram lavadas trés
vezes com agua destilada e esterilizada. Para obtencdo das plantulas matrizes in
vitro, utilizaram-se meio MS (Murashige e Skoog, 1962) com as seguintes
concentracfes modificadas: 0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 de concentracdo do meio MS.
Foi acrescentado aos meios 30 g L™ de sacarose como fonte de carbono e 8 g L™
de Agar como meio solidificante. O pH do meio de estabelecimento foi ajustado
em 5,8 antes da adicdo do agar .

Em frasco de vidro contendo 40 mL de meio MS forca total as sementes
foram inoculadas em cada frasco, em um total de 25 frascos e em seguida
transferidos para a sala de crescimento, sob fotoperiodo del6 horas de luz e
intensidade luminosa de 36 pmol m? s de Fluxos de Fétons Fotossintéticos e

temperatura controlada de 25 + 2°C, onde permaneceram por 21 dias. Apds esse
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periodo as plantulas foram avaliadas quanto ao comprimento do caule, ao

comprimento de raizes, a massa fresca do caule e da raiz e massa fresca total.
Foi utilizada uma balanca analitica de precisdo para as medidas de peso

da parte aérea e do sistema radicular das plantulas e uma régua graduada, para

as medidas de comprimento de caule e de raiz. Os resultados das caracteristicas

biométricas foram analisados através de analise de regresséo polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A variagdo das concentracbes do meio MS influenciou a producéao de
biomassa, tanto da massa fresca da parte aérea (Figura 2A) quanto da massa
fresca de raizes (Figura 2B). Esse comportamento indica que para o tomateiro
Alambra, a utilizacdo do meio MS, em concentracdes mais elevadas, €
fundamental para o crescimento, tanto da parte aérea quanto das raizes das
plantas. No cultivo in vitro, a auséncia de substancias essenciais, presentes no
meio MS, pode induzir a producdo de plantulas anormais apresentando sistemas
radiculares finos, compridos e sem ramificacdes radiculares (Figura 1A). Observa-

se que na auséncia do meio MS nao houve desenvolvimento dos explantes.

&
| BRE

Figura 1. Sistema radicular de plantulas do tomateiro “Alambra” desenvolvido in
vitro sobre concentracdo de 0,25 de forca do meio MS (A). Sistema
radicular de plantulas do tomateiro “Alambra” desenvolvido in vitro
sobre concentracdo de 0,75 de for¢ca do meio MS (B).
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Verifica-se que a propor¢do que a concentracdo do meio aumenta, inicia-se o
crescimento da massa fresca da parte aérea e das raizes das plantulas
promovendo maximo crescimento dessas caracteristicas na maxima

concentragédo do meio (1MS).
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Figura 2. Efeito de diferentes concentracdes do meio MS sobre a massa fresca do
caule (A) e de raizes (B) do tomateiro “Alambra”.
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Os elementos minerais presentes no meio MS sao cofatores do
metabolismo fotossintético e respiratério das plantas. Esses processos sdao,
respectivamente, responsaveis pela sintese de agucares e producdo de energia
que é utilizada para o desenvolvimento das plantas. A auséncia ou deficiéncia
desses elementos minerais no meio de cultivo afetam o crescimento e
desenvolvimento induzindo a redugdo da massa fresca e seca dos principais
orgdos das plantas.

A concentracdo de sais estimada em 0,74 de forca do meio MS
proporcionou maior crescimento em comprimento do caule, onde a planta atingiu,
com esta dosagem, um ponto de maximo crescimento para esta caracteristica,
estimado em 57,2 cm (Figura 3A). De acordo com Marenco (2009) a auséncia ou
a deficiéncia dos elementos essenciais ao meio de cultivo, reduz o crescimento
comprometendo principalmente o desenvolvimento dos 6rgéos das plantulas.

Comportamento semelhante ocorreu sobre o0 crescimento em
comprimento das raizes. Verifica-se na (Figura 3B) que o ponto maximo de
crescimento estimado pela equacéo ocorreu na dose de 0,61 MS, proporcionando
crescimento radicular em comprimento de 34,8 cm. A partir dessa concentracéo,
houve reducdo do crescimento da parte aérea das plantulas. Comportamento
semelhante foi observado por Torres (2008), ao adicionar doses crescentes de
sacarose ao meio MS para a germinacao in vitro de sementes do tomateiro Santa
Clara. As plantulas, aos 21 dias apdés germinacdo, apresentaram raizes muito
compridas, porém muito finas e sem nenhuma ramificagdo, na menor

concentragcdo do meio de cultura.
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Figura 3. Efeito de diferentes concentracdes do meio MS sobre o comprimento do
caule (A) e da raiz (B) do tomateiro “Alambra”

A massa fresca total das plantas desenvolvidas in vitro também
apresentou comportamento linear (Figura 4). A proporcéo que a concentracdo de
sais do meio MS foi aumentada até a maxima concentracdo (1MS), houve maior

aumento da massa fresca total (da parte aérea e das raizes) das plantulas.
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Figura 4. Efeito de diferentes concentragbes do meio MS sobre a massa fresca
total do tomateiro “Alambra”.

Esse resultado demonstra que maior crescimento em comprimento de
parte aérea e de raiz ndo traduz ganho de biomassa, pois as mesmas, na maior
concentracdo do meio MS, exibiram menor comprimento, mas desenvolveram
maior ganho de biomassa de: parte aérea, de raiz e maior volume de raiz (Figuras
1B, 2 e 3).

Lopes e Peixoto (2008), trabalhando com couve chinesa, verificaram que
a proporcdo que a componente osmotica da solucdo sais de cloreto de sédio foi
reduzida de — 0,2 para — 0,8 Mpa, houve reducédo do crescimento das plantulas.
Resultado semelhante foi observado por (Torres et al., 2000) que ao avaliarem o
efeito da salinidade no crescimento de plantulas de pepino, verificaram que a
reducdo progressiva da componente osmoética de sais de cloreto de sdédio no
substrato, foi prejudicial ao crescimento das plantulas a partir de potenciais
osmodticos inferiores a — 0,4 Mpa.

Torres (2007) verificou reducdo da germinacdo e do crescimento de
plantas de melancia com aumento da concentracdo salina. Altas concentracfes
de solutos no meio de cultivo promovem a reducédo de sua componente osmatica,

reduzindo o potencial hidrico da solucao, interferindo na absorcdo de agua pelas
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plantulas, influenciando no crescimento e desenvolvimento dos seus principais
orgaos.

Plantulas cultivadas in vitro, s&o desenvolvidas em meio de
estabelecimento, que sdo constituidos de sais minerais, substancias organicas,
reguladores vegetais e sacarose que alteram o potencial hidrico da solucao,
podendo interferir na absorcdo de agua pelas plantas, principalmente pelo fato
das raizes das plantas cultivadas in vitro ndo apresentarem totalmente
vascularizadas, pouco funcionais e com baixa capacidade absortiva de agua e

nutrientes.

CONCLUSOES

e Concentracbes do meio MS forga total proporciona aumento da massa
fresca da parte aérea, massa fresca da raiz e massa fresca total,
promovendo plantas matrizes do tomateiro "Alambra” in vitro vigorosas e
aptas para a producao de explantes.

e Na auséncia e em concentracoes inferiores a 0,50 MS induzem a formacéao
de plantas matrizes pouco vigorosas e inaptas como doadoras de

explantes.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Almeida, A.A.F. (2011) Passion Flow hybrids and their use in ornamental plant
market: perspectives for sustainable development with emphasis on Brazil.
Euphytica, 166(3):307-315.

Firmino Junior, P.C.; Poeta, P.C.; Everson. J. (2009) Estabelecimento,
germinacdao e multiplicacdo in vitro de teca (Tectona grandis L.) a partir de
gendtipos estabelecidos da Amazonia Sul-Ocidental. Scientia Florestalis,
37(84):427-436.



24

Frettet, J.J.; Pill, W.G.; Morneau, D.C. (1991) A comparison of priming agents for
tomato and asparagus seeds. HortScience, 26(9):1158-1159.

Harish, M.C.; Rajeevkumar, S.; Sathishkumar, R. (2010) Efficient in vitro callus
induction and regeneration of different tomato cultivars of India. Asian Journal of
Biotechnolology, 2(3):178-184.

Minamo L.N.; Macharia, C.M.; Wassilwa, L.A. (2010) Micropropagation a used tool
for rapid multiplication of oil palm (Elaeis guionensis) hybrids in Kenya. In: KAR
| BIENAL SCIENTIFIC CONFERENCE, Kenya. Anais, Kenya.

Mohamed, A.A.N.; Ismail, M.R.; Rahman, M.H. (2010) In vitro response from
cotyledoand hypocotyls explants in tomato by inducing 6-benzylaminopurine.
African Journal of Biotechnology, 9(30):4802-4807.

Murashige, J.R.; Skoog, F.A. (1962) Revised medium for rapid growth and

bioassays with tobacco tissue cultures. Physiology Plantarum, 15:473-497.

Peres, L.E.P. (2002). Bases fisioldgicas e genéticas da regeneracao de plantas in

vitro. Biotecnologia e Desenvolvimento, Brasilia, (25):44-48.

Souza, F.V.D.; Cabral, J.R.S.; Souza, E.H.; Ferreira, F.R.; Nepomuceno, O.S;
Silva, M.J. (2009) Evaluation of F1 hybrids betweenn Ananas comosus var.
ananassoides and Ananas comosus var. erectifolius. Acta Horticulturae,
822:79-84.

Taiz, L.; Zeiger, E. (2009) Fisiologia Vegetal. Porto Alegre: Artmed. 848p.

Torres, A.C.; Teixeira, S.L.; Pozzer, L. (1998) Cultura de apices caulinares e
recuperacado de plantas livres de virus. In: Torres, A.C.; Caldas, L.S.; Buso, J.A.
Cultura de tecidos e transformacdo genética de plantas. Brasilia: Embrapa,
133-145.

Torres, F.J.B. (2008). Organogénese in vitro do tomateiro Longa Vida Hibrido
‘Alambra’. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Vegetal) Programa de POs-
graduacédo em producao Vegetal, Alegre. ES. Universidade Federal do Estado
do Espirito Santo. UFES, 50p.

Torres, S.B. (2007) Germinacao e desenvolvimento de plantulas de melancia em

funcao da salinidade. Revista Brasileira de Sementes, 29(3):68-72.



25

4. TRABALHO N° 2

MICROPROPAGAGAO DO TOMATEIRO “ALAMBRA?”

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi de testar diferentes doses de cinetina na
regeneragcao de plantas do tomateiro “Alambra” através da micropropagacao.
Segmentos apicais caulinares, obtidos de plantas matrizes, produzidas in vitro,
em meio Murashige e Skoog (MS) forca total, foram utilizados para organogenese
somatica direta do tomateiro. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC) e constituido de quatro doses de cinetina com cinco repeticoes,
em um total de 20 unidades amostrais. Ao meio de cultivo foram adicionadas as
seguintes doses de reguladores vegetais: (0,0; 10; 100 e 1000) pg L™ de cinetina,
para induzir ramificacdo e 100 pug L™ de &cido naftaleno acético (ANA), para
inducdo de raizes. Apos a inoculacdo, o material experimental foi transferido para
a sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade luminosa
de 36 pmol m?s™ de Fluxos de Fétons Fotossintéticos e temperatura controlada
de 25+2°C, onde permaneceu por vinte e um dias. A dose de 100 pg L™ de
cinetina, associada a 100 pg L™ de ANA, proporcionou maior actiimulo de massa
fresca de parte aérea e de raiz. Doses de 1000 ug L™ de cinetina promoveram
formacdo de tecidos calosos nas plantulas, entretanto, n&o houve

desenvolvimento do sistema radicular.

Palavras-chave: Regeneracdo, Solanum licopersicon, tomate, propagacéao
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MICROPROPAGATION OF TOMATO “ALAMBRA”

ABSTRACT- The objective of this study was to test different concentrations of
kinetin on regeneration of tomato plants “Alambra” through bscisico gation.
Segments apical meristems obtained from mother plants produced in vitro on
Murashige and Skoog (MS) total force, were used for direct somatic
organogenesis of tomato. The experimental design was completely randomized
(DIC) and consists of four doses of kinetin with five replicates, a total of 25
sampling units. To the culture medium were added the following doses hormone:
(0.0, 10, 100 and 1000) pg L™ kinetin to induce branching and 100 pg L™
naphthalene acetic acid (NAA) to induce roots. After inoculation, the experimental
material was transferred to a growth chamber under a photoperiod of 16 hours

light and light intensity of 36 mol m? s™.

Flow and Photosynthetic Photon
controlled temperature of 25+2°C, where they remained twenty-one days. The
results were analyzed by polynomial regression, according to the significance
level. The dose of 100 pg L™ kinetin, mixed with 100 pg L™ NAA, showed higher
accumulation of fresh weight of seedling shoots and root. Doses of 1000 pg L™
kinetin, promoted callous tissue formation in seedlings, however, there was no root

system development.

Keywords: Regeneration, Solanum lycopersicon, tomato, propagation

INTRODUCAO

A cultura de tecidos tem papel preponderante nas técnicas de
transformacéo genética das plantas, uma vez que € necessario, a partir de células
ou fragmentos de tecido em meio de estabelecimento in vitro, induzir gemas
vegetativas e em seguida regenerar brotos e plantulas completas, geneticamente
idénticas as plantas matriz (Fari, 2005).

Na organogenese somatica € necessario o estabelecimento de células

competentes no explante inicial. No caso do explante ja possuir células
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meristematicas, ocorrer4d organogenese direta. Quando ha necessidade de
desdiferenciagcdo do explante, com a formacdo de calo previamente ao
estabelecimento das células competentes, ocorrera organogenese indireta. Esses
calos ao serem recultivados, produzirdo ramos que em meio de multiplicacao
produzirdo explantes exponencialmente (Harish et al., 2010; Mohamed et al.,
2010).

Embora o meristema radicular seja constituido de células jovens e
meristematicas, possui pouca ou nenhuma competéncia, pois sdo determinados
para formacédo de raizes. Quanto maior a determinacdo de um 6rgéo para formar
raizes, menor sera sua competéncia para formar outro 6rgéo, portanto o tecido
caloso tem baixa determinacgéo e alta competéncia para formacéao tanto de raizes
guanto de gemas caulinares (Peres et al., 1999).

Peres e Kerbaury (1999) associam a falta dessa competéncia ao proprio
metabolismo hormonal do explante, pois ele é quem determina o balanco
Auxina/Citocinina para inducdo da organogénese. A falta de competéncia de um
tecido pode refletir, portanto, a falta de receptores para a classe hormonal, que ira
induzir o processo organogeneético.

Diferentes tipos de explantes podem ser utilizados na micropropagacao
vegetativa, tais como meristema apical, segmento apical, segmento nodal,
cotilédones, hipocotilo, epicétilo (Torres, 2008; Borges et al., 2005) folhas, raizes,
cotilédones fendido e aparados (Fari et al., 1995; Harish et al., 2010; Mohamed et
al., 2010).

Torres (2008) testando varios tipos de explantes e seus efeitos na
organogénese verificou que explantes oriundos de segmentos apicais
apresentaram melhores resultados para o tomateiro tipo “Alambra’, em relagéo
aos obtidos de segmento nodal, folhas cotiledonares inteiras e hipocoétilos.
Trabalhos realizados por Fari (2001), Harish et al. (2010) e Mohamed et al.
(2010), utilizando via indireta de regeneracdo, Vverificaram que folhas
cotiledonares e hipocétilos foram mais expressivos na formacdo de calos e
posteriormente na regeneracao de plantulas de tomateiro.

As auxinas, citocininas e giberelinas sdo os reguladores vegetais mais
utilizados em cultura de tecidos (Caldas et al., 1998). A natureza dos horménios e
suas combinacdes dependem do padrao de desenvolvimento dos explantes e

gendtipos.
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As auxinas em microdoses estimulam o alongamento celular e, induzem o
crescimento e desenvolvimento das raizes, enquanto as citocininas induzem a
multiplicagéo celular e promovem a formacao de ramos. O balango entre doses de
citocinina e auxina tem que ser bem equilibrado, no cultivo in vitro, pois
inicialmente existe a necessidade de inducéao de ramos, que depois de alongados,
serdo multiplicados exponencialmente, que em seguida serdo transferidos para
meio de inducdo de raizes. Nas plantas cultivadas ex vitro, o balanco entre as
doses de citocinina e auxina ocorre naturalmente e tanto parte aérea como
sistema radicular desenvolvem simultaneamente enquanto no ambiente in vitro
essa relacdo hormonal tem que ser determinada para as diferentes espécies e
genotipos.

As auxinas sao grupos de reguladores de crescimento, promotores de
formacéo de calos (organogénese somatica indireta) e de enraizamento (Peres et
al., 1999). Dentre as principais auxinas o Acido Naftaleno Acético (ANA) é o mais
utilizado por apresentar maior estabilidade a temperatura de altoclavagem,
enquanto o Acido Indol Acético (AIA) é menos estavel.

Resultados obtidos por Borges et al. (2005) sugerem que embora a
competéncia para regeneracao in vitro possa ser dependente do Balangco entre
auxina e citocinina, ou da resposta a esse balanco, existem interacbes mais
complexas entre esses horménios e seus efeitos na regeneracdo. Parece que a
sensibilidade a auxina € necessaria no processo de desdiferenciacdo. Segundo
0S autores, auxinas e citocininas ndo s6 atuam na diferenciacdo, como também
podem interferir na regeneracdo, independente do balanco (Auxina/Citocinina),
sendo necessarios para a expansao e divisao celular.

Segundo Peres (2002), as diferencas significativas na capacidade
organogenética in vitro sdo dependentes dos fatores ligados as plantas, como
gendtipo e natureza dos explantes (6rgdos embrionarios, jovens e adultos),
componentes mineral do meio de cultivo, fatores fisicos e ambientais e a natureza
e concentracao dos reguladores de crescimento.

Plantulas cultivadas in vitro tém sua morfogénese afetada, podendo levar
a consequéncias negativas no crescimento e no desenvolvimento, tendo como
resultado uma diminuicdo das taxas de estabelecimento e de multiplicacdo e
aclimatizacdo (Campostrini e Otoni, 1996). Podem apresentar variagdo no

tamanho, forma e estagio de desenvolvimento (Kozai e Kitaya, 1995).
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Apresentam folhas pouco lignificadas, com células de paredes delgadas, com
espacos intercelulares abundantes, sistema vascular pouco desenvolvido e
reduzida quantidade de material estrutural como nos tecidos do colénquima e
esclerénquima (Donnelly et al., 1985). Possuem o0 sistema vascular pouco
desenvolvido, tendo como consequéncia uma pequena porcentagem de
sobrevivéncia dessas raizes durante a aclimatizagéo (Ziv, 1995).

As raizes formadas in vitro ndo se apresentam totalmente funcionais
qguando transferidas para o meio ex vitro, sendo fracas e com poucos pelos
absorventes, geralmente morrendo logo apds a transferéncia (Pierlk, 1990). Séo
plantula com reduzida eficiéncia fotossintética em funcéo da baixa luminosidade e
alta umidade relativa do meio de cultivo, possuem folhas com menor quantidade
de cera epicuticular do que as plantas crescidas em condi¢cdes naturais (Baker,
1974; Sutter e Langhans, 1979). Isso aumenta a perda de agua pela transpiracéo
gue, aliada ao reduzido numero de estdbmatos e a ma estruturacao do colénquima,
pode levar a desidratacdo e morte da muda (Campostrini e Otoni, 1996).

O objetivo deste trabalho foi testar os efeitos da cinetina no crescimento e

desenvolvimento do tomateiro “Alambra”.

MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
do Departamento de Producdo Vegetal (DPV) do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCA/ UFES) na cidade de Alegre, estado
do Espirito Santo, Brasil.

Plantas do tomateiro hibrido “Alambra”, desenvolvidas in vitro em meio
MS (Murashige e Skoog, 1962), forca total, foram utilizadas como doadoras de
explantes.

Em frascos de vidro contendo 40 mL de meio MS, foram adicionadas as
seguintes doses de reguladores vegetais: cinetina (0, 10 100 e 1000 pg L) para
inducdo de ramos e 100 pg L™ de &cido naftaleno acético (ANA), para inducéo de

raizes. Foi acrescentado ao meio 30 g L™ de sacarose como fonte de carbono e 8
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g L™ de Agar como agente solidificante, mantendo-se o pH da solugdo em 5,8
apo6s a adicdo do Agar e da sacarose.

Os frascos contendo cada tratamento com suas respectivas repeticoes
foram identificados, colocados em sacos plasticos e esterilizados em autoclave
durante 20 minutos apds atingir a temperatura de 121°C. Apds esse periodo 0s
frascos foram transferidos para sala de inoculagdo, onde permaneceram até a
completa solidificagdo do meio.

Em cémara de fluxo laminar horizontal, segmentos apicais caulinares
excisados das plantas matrizes, foram inoculados em cada frasco. Depois da
inoculagcdo dos explantes os frascos foram fechados com tampas de roscas
bioldgicas e lacrados com filme PVC.

Os frascos foram transferidos para sala de crescimento, onde
permaneceram por 21 dias, sob fotoperiodo luminoso de 16 horas e intensidade
luminosa de 36 umol M? S de Fluxos de Fétons Fotossintéticos, fornecidos por
lampadas frias tipo luz do dia e temperatura controlada de 27+2°C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido de
guatro tratamentos e cinco repeti¢cdes, em um total de 20 unidades.

Foram analisadas as seguintes caracteristicas biométricas: massa fresca
e massa seca da parte aérea, massa fresca e massa seca das raizes,
comprimento caule, e volume das raizes, numero de ramos e de folhas.

Os dados experimentais obtidos neste estudo foram submetidos a
analise de variancia e as variaveis dependentes foram relacionadas com doses de
cinetina por meio de equacéo de regressao optando-se pelo modelo com melhor

ajuste e as doses de cinetina 0; 1; 10; 100 e 1000 ng L™ foram transformadas em

log (X).
RESULTADOS E DISCUSSAO

A equacado de segundo grau para massa fresca da raiz das plantulas
indica que, o maximo de producdo ocorreu tanto na presenca de 100 ug L™,
guanto na auséncia de cinetina exégena (Figura 1A).

Para a caracteristica massa fresca da parte aérea das plantulas verifica-
se que o ponto de maxima producdo ocorre na auséncia de cinetina e decresce

linearmente com o aumento das doses subsequentes até atingir o ponto de
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minimo na dose maxima utilizada. Segmentos apicais caulinares sdo explantes
gue possuem células meristematicas em constante divisdo celular. Os
reguladores vegetais sdo utilizados em cultura de tecidos com o objetivo de
complementar a deficiencia dos mesmos presentes nos explantes. Nesse
trabalho, para a micropropagacéo das plantulas, foi utilizado segmentos apicais
caulinares como explantes. Possivelmente a presenca de reguladores vegetais
nos explantes utilizados na organogenese, possa ter contribuido para promover
aumento da massa fresca da parte aérea e das raizes das plantulas, nao

necessitando da adicdo dos mesmos ao meio de cultivo.
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Figura 1. Efeito de doses de cinetina sobre a massa fresca da raiz (A) e massa
fresca da parte aérea (B) do tomateiro tipo longa vida hibrido “Alambra”
em meio MS acrescido de 100 ng L™ de 4cido naftaleno acético (ANA).
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No cultivo de segmentos apicais caulinares do tomateiro “Alambra” com

1000 ug L™ de cinetina no meio de cultura verifica-se que houve decréscimo

acentuado da biomassa fresca do caule e biomassa fresca da raiz e um

acentuado desenvolvimento de tecido caloso (Figura 1 e 4). De acordo com Peres

(2002) quando a relagdo citocinina /auxina é aumentada ocorre formacgdo de

ramificagdo e quando reduzida favorece a formacdo de enraizamento e

calejamento dos explantes. Provavelmente a maior dose de cinetina utilizada

nesse trabalho possibilitou a formacédo de calo e desfavoreceu a formacao de
raizes devido ao desequilibrio entre os reguladores vegetais.
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Figura 2. Efeito de doses de cinetina sobre comprimento do caule (A) e o volume
de raiz (B) do tomateiro “Alambra” acrescido de 100 pg L™ de Acido
naftaleno acético (ANA).
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Figuras 3. Efeito de doses de cinetina sobre o nimero de ramos (A) o numero de
folhas (B) do tomateiro tipo longa vida hibrido “Alambra” acrescido de

100 pg L™ de &cido naftaleno acético (ANA).

Esses resultados corroboram com Harish et al. (2010) e Mohamed et al.
(2010), que observaram que 0 aumento na concentracdo de cinetina provocou
reducdo da massa fresca da parte aérea e massa fresca das raizes porém,
proporcionou maior formacédo de tecido caloso. Observa-se na Figura 4, que a
méxima dose de cinetina, associada a 100 pug L™ de auxina proporcionou maior

desenvolvimento de calo em detrimento da formacéo de raizes.
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Para a caracteristica volume de raiz, verifica-se pelo comportamento da
equacdo de 1° grau, que o volume méaximo de raizes também ocorreu na
auséncia de cinetina. A propor¢édo que as doses de cinetina foram aumentadas
houve reducdo do volume das raizes até atingir o ponto de minimo na dose de
1000 ug L™ (Figura 2B). Entretanto, verifica-se através da (Figura 4) que o volume
de massa calosa aumentou nessa dose. Segundo Borges (2004) concentracdes
excessivas de citocinina promovem a formacdo de massa calosa na base do
explante, podendo comprometer a proliferacdo de gemas axilares e afetar o

enraizamento

1-(100puglL") 2-3-4 1000 pgL*

Figura 4. Producdo de massa calosa com cinetina na dose de 1000 pg L™ do
tomateiro “Alambra” (A); Efeito de doses de cinetina sobre o
desenvolvimento de massa fresca do caule e massa fresca de raizes

do tomateiro Alambra acrescido de 100 pug L™ de é&cido naftaleno
acético (B).

Verifica-se na Figura 2B que doses de até 100 pg L' de cinetina
promovem o desenvolvimento normal das plantas, proporcionando maior volume
de area foliar em relacéio & dose de 1000 pg L™, a qual originou plantas de menor
porte (Figura 4B)

Doses crescentes de cinetina promoveram redugdes do numero de ramos
e numero de folhas das plantulas (figuras 3A e 3B) respectivamente. O ponto de
maximo da equacdo estimada foi de 4,5 para numero de ramos e de folhas. A

proporcdo que as doses de cinetina foram aumentadas houve reducdo de ambas
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caracteristicas, atingindo um ponto minimo de 2 ramos e de 2 folhas na maior

dose de cinetina (1000 pg L™).

CONCLUSOES

e As doses de cinetina associada a doses de auxina respondem
negativamente na organogénese somatica direta in vitro do tomateiro
“Alambra”.

e Na auséncia dos reguladores vegetais houve maior desenvolvimento de
todas as caracteristicas estudadas.

e Dosagens de cinetina de 1000 pg L™ associadas a aplicacdo de &acido

naftaleno acético sdo efetivas para organogenese somatica indireta.
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5. TRABALHO N° 3

ACLIMATIZACAO DAS PLANTULAS DO TOMATEIRO “ALAMBRA”

RESUMO - Esse trabalho teve como objetivo testar diferentes doses de cinetina
na aclimatizagao de plantulas micropropagadas do tomateiro “Alambra”. Em
frascos de vidro contendo 40 mL de meio MS (Murashige e Skoog, 1962),
adicionados com dosagens de cinetina: 0; 1; 10; 100 e 1000 pg L™ para inducéo
de ramificacdo e 100 pg L™ de acido naftaleno acético (ANN) para inducdo de
raizes. Segmentos apicais caulinares de plantas matrizes produzidas in vitro
foram excisados e inoculados nos frascos. Apds inoculacdo os frascos foram
fechados e lacrados com filme PVC e transferidos para sala de crescimento, sob
condicBes controladas de luminosidade e temperatura, onde permaneceram por
21 dias. ApOs este periodo as plantulas foram retiradas dos frascos e transferidas
para recipientes plasticos contendo 300 mL de substratos para hortalicas. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado composto de cinco tratamentos
e cinco repeticdes totalizando 25 vasos. As plantulas foram transferidas para casa
de vegetacdo onde permaneceram por mais 21 dias em aclimatizacédo. A casa de
vegetacdo foi coberta com filme plastico transparente com 150 micra de
espessura e sobre este, utilizou-se tela preta tipo sombrite para reducao de 50%
da luminosidade. Apds vinte e um dias de aclimatizacdo as plantas foram

colhidas e as caracteristicas biométricas foram analisadas. Plantulas tratadas com
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doses de 1 pg L™ cinetina e de 100 pg L™ de ANA, foram mais efetivas na

sobrevivéncia e aclimatizagdo das plantas.

Palavras-chave: Micropropagadas, planta matriz, excisados, segmentos apicais.

ACCLIMATIZATION OF SEEDLINGS OF TOMATO “Alambra”

ABSTRACT - This study aimed to test different doses of kinetin in the
acclimatization of plantlets of tomato “Alambra”. Glass bottles containing 40 mL of
MS medium (Murashige and Skoog, 1962) with added doses of kinetin O; 1; 10;
100 and 1000 pg L™ for inducing branching and 100 pg L™ naphthalene acetic acid
(ANN) for root induction. The apical meristems of stock plants produced in vitro
were excised and inoculated into bottles. After inoculation, the flasks were closed
and sealed with PVC film and transferred to a growth chamber under controlled
conditions of light and temperature, where they remained for 21 days. After this
time the seedlings were removed from the flasks and transferred into plastic
containers containing 300 mL of substrate for vegetable. We used a completely
randomized design consisting of five treatments and five replicates totaling 25
vessels. The seedlings were transferred to the greenhouse for, where they
remained for 21 days of acclimatization. The greenhouse was covered with
transparent plastic film 150 microns thick and about this, we used the black screen
type shading to reduce 50% brightness and 50% of the growing environment. After
twenty-one days acclimation, the plants were harvested and the biometric
characteristics were analyzed. Seedlings treated with doses of 1 pg L™ kinetin and

100 pg L™ NAA, were more effective in the survival and acclimatization of plants.

Keysword: Micropropagated plant matrix, excised, apical segments.
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INTRODUCAO

A aclimatizacdo € uma das fases mais dificeis da organogénese soméatica
e pode comprometer o0 processo de micropropagacao por envolver a neoformagao
do sistema radicular e a passagem para condi¢des ex vitro (Bandeira et al., 2007).

Quando transferidas para as condi¢des ex vitro, as plantulas geralmente
apresentam altas taxas de transpiracdo, em funcdo da alta condutividade
hidraulica de suas folhas (Bandeira et al., 2007, Oliveira e Campostrini 2008), o
gue na maioria das situacfes, provoca um elevado déficit hidrico, causando sua
desidratacédo, podendo causar a morte das mudas (Diaz-Perez et al., 1995).

Segundo Campostrini e Otoni (1996), os brotos regenerados in vitro nao
estdo adaptados ao novo ambiente, pois ndo possuem mecanismos de protecao
contra a desidratacdo, ja que seus estdmatos geralmente se encontram abertos.
As folhas sao frageis, tenras e delgadas, com reduzida camada de cera e
fotossinteticamente inativas (Souza et al.,, 2006). Possuem raizes pouco
vascularizadas, comprometendo a absorcédo de agua e nutrientes.

Essas modificacbes em conjunto comprometem a adaptacdo das plantas
micropropagadas as condi¢des naturais, o que tem resultado na reducédo da taxa
de sobrevivéncia e aclimatizacdo das plantulas quando transplantadas para o
ambiente (Otoni, 2010).

Ao comparar a morfologia dos estdmatos em folhas de T. grandis, Firmino
Junior et al. (2009) observaram que aqueles desenvolvidos in vitro sdo mais
arredondados do que os desenvolvidos ex vitro. Resultados semelhantes foram
obtidos por Porspisilova et al. (1999), os quais descrevem gque o0s estdmatos in
vitro sdo malformados, e mais arredondados. Os estdbmatos das plantas
cultivadas in vitro estdo relacionados significativamente com a capacidade de
fotossintese e o processo de aclimatizacao (Porspisilova et al., 1999).

No ambiente do cultivo in vitro, a intensidade luminosa situa-se entre 40 a
50 umol cm™? s de Fluxo de Fétons Fotossintéticos, sendo muito inferior quando
comparada com a intensidade luminosa da casa de vegetacdo. Geralmente, as
folhas que desenvolvem sob alta intensidade de radiacdo luminosa, sdo menores
e mais espessas do que aquelas que permanecem sob-baixa intensidade

luminosa, sendo consideradas como folhas de sombra (Milaneze-Gutierre, 2003).
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A redugédo nas dimensbes dos estdbmatos, 0 maior espessamento da
cuticula e das células epidérmicas, e a maior espessura do parénquima palicadico
das folhas cultivadas ex vitro indicam plasticidade adaptativa de T. grandis, o que
podera permitir a aclimatizacdo das plantas micropropagadas (Firmino Junior et
al., 2009).

A radiagdo solar chega ao nivel das plantas promovendo o aumento da
temperatura das folhas, aumentando sua taxa transpiratoria. A medida que a
planta perde agua por transpiracdo inicia-se a desidratacdo das células guardas,
os estdmatos fecham e a taxa fotossintética € reduzida, influenciando na taxa de
sobrevivéncia e na aclimatizagdo das plantas.

Os brotos desenvolvidos in vitro estdo expostos a um microambiente
Unico, organizado para gerar estresse minimo, mas, com 6timas condi¢ces para a
multiplicagdo (Hazarika, 2006). O modo heterotréfico de nutricdo e a falta de
mecanismos de controle de perda de agua dessas plantas as tornam vulneraveis
ao choque no transplantio para a casa de vegetacao (Lamhanedi et al., 2003).

Calvete (1998) relata que a transferéncia do cultivo in vitro para a
aclimatizacao resulta em mudancas abruptas no ambiente e que isto podera ter
influéncia no crescimento das plantulas a serem aclimatizadas. Principalmente a
umidade da atmosfera do ambiente de aclimatizacdo deve ser aumentada, para
gue nao ocorra a desidratacao das plantulas.

Para evitar a desidratacdo das plantulas tem sido utilizado o sistema de
nebulizacdo, e sombreamento das plantas (Forte e Pereira, 2003). Quando a
umidificacdo do ambiente de cultivo é aumentada e associada a temperaturas
amenas, observou-se aumento na taxa de sobrevivéncia das plantas (Souza et al.
2009).

Segundo Pasqual et al. (2011), ocorrem mudancas na anatomia,
morfologia e fisiologia das plantas influenciando assim, no crescimento, no
desenvolvimento, na aclimatizacdo e na sobrevivéncia das plantas
micropropagadas.

De acordo com Pasqual et al. (2001), alguns ajustes devem se feitos com
a finalidade de promover maior resisténcia das mudas micropropagadas ao

estresse ambiental, tais como:
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o Endurecimento in vitro, conseguido com a redugcdo do potencial
hidrico do meio de estabelecimento e reducdo da umidade no frasco de
cultivo, favorecendo a pré-adaptacéo das plantulas na aclimatizagéao;

o Schmidt (1994), trabalhando com microestacas de mamoeiro,
promoveu a abertura das tampas dos frascos trés dias antes de transferir as
plantulas para casa de vegetacdo, objetivando a pré-aclimatizacdo das
mudas;

o A utilizacdo de sistema de nebulizacdo automatica intermitente
mantendo-se a umidade relativa da casa de vegetacdo em condi¢ces Otimas
para a aclimatizacdo e reduzindo a temperatura da planta, evitando
transpiracdo excessiva da mesma,

o Reducdo ou eliminacdo da sacarose para estimular a fotossintese,
reduzir a contaminacéo das plantulas devido a presenca do acucar no meio
nutritivo, tornando-a autotrofica, com objetivo de ajustes adaptativos para a
aclimatizacao.

O objetivo deste trabalho foi testar o efeito de doses de cinetina na

aclimatizacao de plantulas micropropagadas do tomateiro “Alambra”.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido entre os meses de fevereiro e junho de 2012 no
laboratorio de cultura de tecidos vegetais do Departamento de Producao Vegetal
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Estado do Espirito
Santo, localizado na cidade de Alegre, estado do Espirito Santo, Brasil.

O experimento foi conduzido com plantas de tomateiro, cultivar “Alambra”.
A obtencado dos explantes foi através de plantas de tomateiro produzidas in vitro.
Ao meio de estabelecimento foram adicionadas as seguintes doses de citocinina:
0; 1; 10; 100 e 1000 pg L* para inducdo de ramificacdo e 100 pg L' de &cido
Naftaleno Acético (ANA), para inducdo de raizes. Para cada tratamento foi
acrescido ao meio de inducdo 30 g L™ de sacarose como fonte de carbono e 8 g.
L™ de Agar como agente gelificante. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8

com NaOH, antes da autoclavagem do material experimental.
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Em camara de fluxo laminar, segmentos apicais caulinares excisados das
plantulas matrizes, foram inoculados em frascos de vidro de 293 mL de
capacidade contendo 60 mL de meio de inducdo de ramificacdo e de
enraizamento. Os frascos foram fechados com tampas de roscas bioldgicas e
lacrados com filme PVC e o material experimental foi transferido e mantido em
sala de crescimento, com fotoperiodo luminoso de 16 horas e irradiancia de 36
umol m? s™ de Fluxos de Fétons Fotossintéticos fornecidos por lampadas tipo luz
do dia e temperatura controlada de 27+2° C, onde permaneceram por 21 dias em
delineamento experimental inteiramente casualizado com cinco doses de cinetina
e cinco repeticbes em um total de 25 unidades amostral.

Ap6s esse periodo as plantulas foram, retiradas dos frascos e seus
sistemas radiculares foram lavados em agua corrente para retirada do excesso de
gel.

Em seguida, as plantulas foram transplantadas em recipientes de plastico
de 300 mL de capacidade contendo substrato sélido para hortalicas da marca
Basplant®. Apds transplantes os recipientes foram cobertos com recipientes de
plasticos transparentes previamente furados para permitir trocas gasosas, manter
a umidade relativa do ambiente e evitar a desidratacdo das mudas. As plantas
retornaram para a sala de crescimento do laboratorio sob as mesmas condi¢des
de luminosidade e temperatura a que estavam anteriormente e permaneceram
por trés dias em sala de crescimento para pré-aclimatizacao.

Na etapa seguinte, as plantulas foram transferidas para casa de
vegetacao coberta com filme plastico de 150 um de espessura e sobre este uma
tela sombrite permitindo sombreamento de 50% da radiacdo solar.

Em casa de vegetacdo as plantulas foram dispostas sobre uma bancada
de 0,80 m de altura em delineamento experimental inteiramente casualizado com
cinco tratamentos e cinco repeticbes, em um total de vinte e cinco unidades
amostrais.

A umidade do ambiente foi mantida através de um sistema de
nebulizacdo automatica acionada quando a temperatura ambiente atingia 27°C e
permaneceram nesse ambiente durante 18 dias. Apds esse tempo as plantas
foram transferidas para laboratério, onde foram determinadas: Taxa de
sobrevivéncia das plantas, comprimento do caule, peso da massa fresca e seca

da parte aérea e raizes, e volume de raizes.
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Os dados obtidos foram submetidos & analises de varidncia e quando

significativo as médias foram comparadas pelo teste de Duncan ao nivel de 5%
de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se que nao houve diferenca significativa entre os dois primeiros
tratamentos para a caracteristica comprimento da parte aérea das plantulas, ou
seja, a auséncia de cinetina exdgena no meio de cultura in vitro ndo influenciou no
comprimento das plantas, em relacdo & dose de 1 pg L™ de cinetina (Tabela 1).
Segundo (Grattaplagia e Machado, 1998, Caldas et al., 1998), o principal objetivo
das aplicacbes exdgenas dos reguladores vegetais € de suprir possiveis
deficiéncias endoégenas nos explantes isolados da planta matriz, como também
estimular respostas como multiplicacdo da parte aérea ou a formacdo de raizes

adventicias.

Tabela 1. Caracteristicas biométricas do tomateiro “Alambra”, em funcao de doses
de cinetina acrescido de 100 pg L™ de acido naftaleno acético (ANA).

Massa fresca Massa seca Massa fresca Massa seca Comp.da Volume

Cinetina . B . : . :
(g LY da parte aérea da parte aérea de raiz de raiz parte erea de raiz
() @) () () (cm) (mL)
0 6,07ab 0,47b 2,46b 0,11b 17,20a 2,22b
1 8,22a 0,60a 4,14a 0,18a 17,30a 3,96a
10 5,44b 0,39b 2,74ab 0,12b 13,60b 2,20b
100 5,77b 0,41b 3,30b 0,13b 14,80ab 3,00b
1000 4,40b 0,29b 2,39b 0,09b 11,90b 2,00b

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (p<0,05).

Vérios tipos de explantes sdo utilizados na regeneracdo in vitro do
tomateiro, sendo que segmentos apicais e nodais do caule sdo os preferidos na
micropropagacao clonal, por serem constituidos de células meristematicas, pouco
diferenciadas e com grande capacidade de divisao celular (Peres, 2002). Também
pelo fato de possuirem determinadas concentracdes enddégenas de reguladores

vegetais (Grattapaglia e Machado, 1998; Guerra e Nodari, 2006).
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Provavelmente a presenca de determinadas concentracfes de citocinina
(cinetina) e auxina (ANA) nos segmentos apicais do caule utlizados nessa
pesquisa estavam presentes em concentra¢des 6timas para induzir o crescimento
da parte aérea e das raizes do tomateiro, ndo necessitando de complementacao
exdgena, visto que a presenca de 1 pg L™ de cinetina nao diferiu estatisticamente
do tratamento sem cinetina exégena (0 pug L™) em nivel 5% de significancia.

Torres (2008), verificou que explantes oriundos de segmentos apicais
caulinares apresentaram melhores resultados para o tomateiro “Alambra”, em
relacdo aos obtidos de segmento nodal, folhas cotiledonares inteiras e hipocoétilos.

Trabalhos realizados por Fari (2001), Torres (2008), Harish et al. (2010) e
Mohamed et al. (2010), utilizando dosagens acima de 1000 pug L™ de citocinina na
organogénese somatica indireta obtiveram maior inducéo de tecido caloso. Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados nessa pesquisa.

A proporc&o que as doses exdgenas de cinetina foram aumentadas para
10; 100; e 1000 pg L™, verifica-se reducdo do comprimento da parte aérea da
planta. Essas doses diferiram estatisticamente dos dois primeiros tratamentos (0 e
1 ng LY. Segundo Borges et al. (2004), concentracbes excessivas de citocinina
promovem a formacdo de massa calosa na base do explante, podendo
comprometer a proliferacdo de gemas axilares e afetar o enraizamento,
comprometendo assim a taxa de sobrevivéncia e a aclimatizacdo das plantas
micropropagadas.

Tanto na auséncia como na presenca de 1 ug L™ de cinetina exdgena néo
houve diferenca significativa entre os dois tratamentos em nivel de 5% de
probabilidade para a caracteristica comprimento da parte aérea. Com relacdo a
massa fresca da parte aérea das plantas, embora ndo tenha havido diferenca
significativa entre os dois primeiros tratamentos nota-se que a presenca de 1 pg
L™ promoveu maior desenvolvimento dessa caracteristica em relacdo aos outros
tratamentos. A aplicacdo exégena de 1 pg L™ de cinetina apresentou melhor
resultado para todas as caracteristicas analisadas (Tabela 1). As doses de
cinetina exégena de 10, 100 e 1000 pg L™ n&o diferiram entre si estatisticamente
em nivel de 5% de significAncia, no entanto as doses de 10 e 100 pg L™
proporcionaram 100% da taxa de sobrevivéncia e aclimatizacdo das plantas,

enquanto 1000 pg L™ reduziu em 80% as mesmas.
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De acordo com Pasqual (2001), quando as plantulas sdo cultivadas in
vitro, com sistema radicular estabelecido, quando transferidas para o ambiente de
aclimatizacdo aumenta-se a taxa de sobrevivéncia e a aclimatizagdo das
mesmas.

A presenca de cinetina associada a 100 pg L™ &cido naftaleno acético,
indutor de enraizamento, provavelmente pode ter estimulado o desenvolvimento
do sistema radicular das plantas tanto em tamanho quanto em volume,
promovendo maior capacidade de absorcdo de agua e nutrientes para 0 seu
crescimento.

A reducao da taxa de sobrevivéncia e aclimatizacédo das plantas na dose
de 1000 pg L™ de cinetina pode ter explicacdo em funcdo do ndo desenvolvimento
do sistema radicular da planta, que nessa dose promoveu a formacdo de massa
calosa. Mohamed et al., (2010) e Harish et al. (2010), trabalhando com diferentes
variedades de tomateiro, verificaram que doses entre 1000 e 2000 pg L' de
citocinina proporcionaram formacéo de calos em detrimento do desenvolvimento
de caule e raizes.

Para a caracteristica volume de raizes também houve diferenca
significativa entre os tratamentos com cinetina. Maior volume de raizes foi obtido
também na dose de 1 pg L™ de cinetina exégena em relacdo aos demais

tratamentos (Tabela 1 e Figura 1).

Figura 1. Volume e desenvolvimento de massa fresca de raizes de plantas do
tomateiro “Alambra” micropropagadas e aclimatizadas com doses de 1

ug L™ de cinetina, acrescido de 100 pg L™ de &cido naftaleno acético.
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CONCLUSOES

e A utlizacdo de 1 pg L, associada a 100 pg L™ de &cido
naftaleno acético, adicionadas ao meio MS, promoveu melhor
aclimatizacdo das plantulas de tomateiro “Alambra”;

o A utilizac&o de cinetina proporciona taxas de sobrevivéncia de
100% das plantulas;

o A dose de 1000 pg L™ de cinetina promove reducéo de 80%

na taxa de sobrevivéncia das mudas do tomateiro “Alambra”.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Foram instalados trés experimentos, na cidade de Alegre, estado do
Espirito Santo, Brasil, com os objetivos de testar diferentes concentracdes do
meio MS (Murashige e Skoog, 1962) para a producdo de plantas matrizes do
tomateiro, estabelecer as dosagens dos reguladores vegetais na sua
micropropagacao e na aclimatizacdo das mudas micropropagadas do tomateiro
hibrido “Alambra”.

O primeiro trabalho teve como objetivo testar diferentes concentracdes do
meio MS na producdo de plantas matrizes desenvolvidas in vitro, do tomateiro
hibrido “Alambra”. Sementes do tomateiro Alambra, foram desinfestadas e
inoculadas em frascos de vidro contendo 40 mL de meio MS (Murashige e Skoog,
1962) nas concentracdes: 0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 MS. ApoOs inoculacéo, os frascos
foram transferidos para sala de crescimento em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) composto de cinco concentracbes de meio MS e cinco
repeticbes, em um total de 25 unidades amostrais, durante 21 dias.

No segundo experimento utilizaram-se as doses de: 0; 10; 100 e 1000 ng
L de cinetina para inducdo de ramificacdo, associada a 100 pg L™ Acido
naftaleno acético para inducdo de raizes, na organogense somatica direta do
tomateiro hibrido “Alambra. Segmentos apicais do caule provenientes das plantas
matrizes foram utilizados como explante, que apds excisados foram inoculados
em meio MS forca total e em seguida transferidos para sala de crescimento sob
condicbes controladas de temperatura, luminosidade e umidade relativa do

ambiente de cultivo, onde permaneceram por 21 dias. Em seguida, as mudas
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micropropagadas foram retiradas dos frascos e avaliadas quanto as
caracteristicas biométricas.

O terceiro experimento foi realizado com o objetivo de verificar a
aclimatizacdo das mudas micropropagadas e foi conduzido sob as mesmas
condicdes do segundo experimento, com as seguintes dosagens de cinetina: 0; 1;
10; 100 e 1000 pg L™, com cinco repeticdes. Apés 21 dias de permanéncia na
camara de crescimento, as plantulas micropropagadas foram retiradas dos
frascos e transplantadas em vasos plasticos contendo 300 mL de substrato para
hortalicas, em seguida foram transferidas para casa de vegetacdo, onde
permaneceram vinte e um dias. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado e as médias dos tratamentos analisadas pelo teste de
Duncan, a 5% de significancia.

Conclui-se que:

e Concentracbes do meio MS forga total proporciona aumento da massa
fresca da parte aérea, massa fresca da raiz e massa fresca total
promovendo plantas matrizes do tomateiro "Alambra” in vitro vigorosas e
aptas para a producao de explantes;

e Na auséncia e em concentracdes inferiores a 0,50 MS induzem a formacéao
de plantas matrizes pouco vigorosas e inaptas como doadoras de
explantes;

e Cinetina associada a doses de auxina respondem negativamente na
organogénese somatica direta in vitro do tomateiro “Alambra”;

e Na auséncia dos reguladores vegetais houve maior desenvolvimento de
todas as caracteristicas estudadas;

e Dosagens de cinetina de 1000 pg L™ associadas & aplicacdo de é&cido
naftaleno acético sdo efetivas para organogenese somatica indireta;

e A melhor dose de cinetina adicionada ao meio de cultivo MS para
aclimatizacdo das plantulas de tomateiro “Alambra” é de 1pg L™, associada
a 100 pg L™ de 4cido naftaleno acético;

e A utilizacdo de cinetina proporciona taxas de sobrevivéncia de 100% das
plantulas;

e A dose de 1000 pg L™ de cinetina promove reducdo de 80% na taxa de

sobrevivéncia das mudas do tomateiro “Alambra”.
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