REGENERACAO IN VITRO DE PLANTASDE TOMATEIROS ‘'SANTA
CLARA’ E SEU MUTANTE NATURAL ‘FIRME’!

RESUMO - Visando a otimizagdo de um protocolo de
regeneracdo para plantas de tomateiro ‘Santa Clara e
mutante ‘Firme’, foram realizados experimentos de
morfogénese in vitro, avaliando-se cinco diferentes
meios de inducdo de gemas e a posicdo (proximal e
distal) dos cotilédones. Os cotilédones foram
seccionados transversalmente e inoculados com a face
abaxial em meio de cultivo contendo sais basicos de
MS, suplementado com diferentes concentracbes e
combinacbes de reguladores de crescimento (BAP,
zeagtina e AlA). Ao final de 42 dias de cultivo, a
cultivar Santa Clara e seu mutante ‘Firme
apresentaram as maiores freqliéncias médias de
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regeneracao (92% e 85%, respectivamente) em meio de
cultivo contendo sais basicos de MS, suplementado com
1,0 mg L™ de zeatina e 0,1 mg L™ de AIA. N s
observaram diferencas significativas na freqiiéncia média
de regeneracdo e no nimero médio de brotagbes por
explante entre as pod ¢des cotiledonares (apica e basd) da
cultivar Santa Clara Entretanto, observou-se, para o
mutante ‘ Firme', um incremento significativo de 34,5% no
nimero médio de brotagdes por explante na regido basa
do explante, em comparacdo a apicad. Os ramos
regenerados e enraizados foram aclimatados com
sucesso em casa-de-vegetacéo.

morfogénese in vitro, tomate, cultura de

IN VITRO REGENERATION OF ‘SANTA CLARA’ TOMATO
PLANTLETSAND ITSNATURAL MUTANT ‘FIRMFE’

ABSTRACT - Cotyledonary-derived explants of
tomato (L. esculentum Mill. cv. Santa Clara and its
natural mutant ‘Firme’) were used for analysing their
morphogenic capacity. In vitro grown seedlings, 8 days
after germination, were used as source of explants.
Each cotyledon was transversally cut in two segments.
The explants were placed with abaxial surface in
contact with regeneration medium. The regeneration
capacity of ‘Santa Clara and ‘Firme’ was compared by
culturing cotyledonary explants in five five different
shoot induction media as affected by different growth

regulators combinations. The position of the cotyledons
segments (apical and basal) was also evaluated. After
three weeks, ‘Santa Clara and ‘Firme presented
higher shoot regeneration frequencies (average of 92
and 85%, respectively) when cultured onto a M S-based
medium supplemented with 1 mg L™ zeatin and 0.1 mg
L? IAA (MS2). For 'Santa Clara there was no
significant difference on average regeneration
frequency and shoot number when compared the
positions (basal and apical) of the explant from
the cotyledons cultured onto MS2 medium.
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Conversely, for mutant 'Firme' higher shoot number per
explant were achieved by using basal cotyledon explants as

compared to apical ones. Regenerated plants were rooted
and acclimatized successfully in greenhouse.

INDEX TERMS - Lycopersicon esculentum Mill., morphogenesis in vitro, tomato, tissue culture

INTRODUCAO

O estabelecimento de um eficiente sistema de
regeneracdo de plantas in vitro € o prérequisito
fundamental para a engenharia  genética,
principalmente utilizando-se o sistema Agrobacterium
para insercdo de genes em plantas cultivadas. Para
utilizacdo dessa técnica de transformagdo genética, é
necessario induzir gemas adventicias e, em seguida,
regenerar ramos alongados e plantas completas a partir
de células e/ou tecidos (McCormick, 1991).

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.),
segundo a literatura, € um material adequado para a
utilizacdo das técnicas de cultura de tecidos,
possivelmente por pertencer a familia Solanaceae (Hille
et al., 1989; Patil, 1994). Alguns membros dessa
familia, como os géneros Datura, Nicotiana e Petunia,
tornaram-se espéciesmodelo para trabahos in vitro.
Para o tomateiro, os primeiros relatos de regeneracdo
foram publicados h& aproximadamente 25 anos (De
Langhe e De Bruijhe, 1973). Contudo, a regeneracdo de
plantas de tomateiro é conhecida por ser dependente do
gendtipo (Tan et al., 1987; Koornneef et al., 1993).

Pratta et al. (1997) detectaram diferencas
significativas na freqliéncia de regeneragdo e no
nimero de brotagdes por explante entre espécies e entre
gendtipos de uma mesma espécie (Lycopersicon),
apresentando gendtipos de diferentes espécies a mesma
resposta morfogénicain vitro.

De acordo com Koornneef et al. (1993), o
componente genético associado com a regeneracéo
determinan  a manutencdo da  competéncia
morfogenética, e ndo somente a sensibilidade do tecido
a reguladores de crescimento incorporados ao meio de
cultura.

Varios autores estudaram o baango entre
diferentes concentracdes de citocininas e auxinas para a
inducdo de ramos, raizes e formagdo de calos em varios
gendtipos de tomateiro (Uddin et al., 1988; Branca et
al., 1994; Dizyaman et al., 1994; Newman et al.,
1996; Fari et al., 1997; Costa, 1999). A utilizagdo de
citocininas, como BAP (Kurtz e Lineberger, 1983;
Newman et al., 1996) ou zeatina (Tan et al., 1987,
Frary, 1995; Frary e Earle, 1996) foi considerada
importante para a regeneracdo de ramos em

Lycopersicon. Geralmente, quando o regulador de
crescimento utilizado para regeneragdo de ramos é
zeating, 0s explantes sdo recultivados duas ou trés vezes
em intervalos de trés semanas, antes da
individualizacdo dos ramos (Uddin et al., 1988).

Um mutante natural da cultivar Santa Clara,
encontrado na regido de Coimbra-MG, apresenta um
fendtipo diferente, possuindo baixos niveis de clorofila
(mesmo na fase de plantula), tornando-se precocemente
clorética. Estudos realizados com esse materid
mostraram que a planta possui senescéncia precoce de
folhas e producdo baixa, apresentando, no entanto,
caracteristica de amolecimento mais tardio de frutos,
em comparacdo com a planta selvagem (Schuelter et
al., 1997), tendo, entdo, interesse pods-colheita,
principalmente, para cruzamento com variedades
comerciais.

Apesar de o tomateiro ser uma das espécies mais
estudadas na cultura de tecidos, poucos trabahos de
regeneracdo in vitro vém sendo desenvolvidos no
Brasil. Alguns pesquisadores, como Fariae Illg (1993),
analisaram a regeneracdo in vitro de algumas espécies e
cultivares de tomateiro, observando uma baixa
capacidade morfogénica das cultivares se comparadas
com a espécie selvagem L. pimpinellifolium.

De posse das informagfes supracitadas, com o
presente trabalho objetivou-se estudar alguns fatores
que afetam a morfogénese in vitro dos tomateiros
‘Santa Clara e mutante ‘Firme’. Foram analisados
cinco diferentes meios de inducéo de ramos sugeridos
na literatura (Fillatti et al., 1987, McCormick, 1991;
van Roekel et al., 1993; Ichimura e Oda, 1995; F&ri et
al., 1997). Além disso, foi estudado o efeito da posicao
dos explantes (apical e basal) em cotilédones, na
regeneragdo de ramos in vitro. A andlise dessas
varidveis permitiu o desenvolvimento de um protocolo
de regeneracdo otimizado para ambos 0s genctipos
avaliados, visando a posterior insercdo de genes
relacionados a poés-colheita, via Agrobacterium
tumefaciens.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal
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As sementes de tomateiro (Lycopersicon
esculentum Mill ‘Santa Clara foram obtidas de
estabelecimento comercial em VigosaMG, e de seu
mutante natural ‘Firme’, fornecidas pelo Prof. F. L.
Finger.

O processo de desinfestacdo constou da imerséo
em etanol 70% (v/v), por um minuto, seguido de
imersdo em solucdo de hipoclorito de sddio 2,5% (v/v),
contendo Tween-20 0,1% (v/v), por 15 a 20 minutos,
seguidas de quatro a cinco lavagens em agua destilada e
autoclavada. As sementes permaneceram imersas em
agua autoclavada por 24 horas, sob agitacdo orbital de
100 rpm. Logo apds, foram germinadas em frascos
Phytacon (Sigma Chemical Co., USA) contendo meio
de cultura com sais basicos de MS (Murashige e Skoog,
1962) meia forga, 0 complexo vitaminico B5 (Gamborg
et al., 1968), 50 mg L™ de mio-inositol, 1% (p/v) de
sacarose, 0,8% (p/v) de &gar (Sigma Chemica
Company, USA) e pH gjustado em 5,8 £ 0,2.

Apbs a inoculagdo das sementes, as culturas
foram expostas a irradiancia em torno de 36 nmol m? s
! provida por dois tubos de luz fluorescente (Luz do
Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil) e fotoperiodo de 16
horas. A temperatura da sala de cultura foi mantida em
torno de 27 + 2°C. Plantulas de oito a dez dias de idade
(contados a partir da emissdo da radicula) foram
utilizadas como fonte de explantes cotiledonares. Sob
condi¢des assépticas, em camara de fluxo laminar, cada
cotilédone foi cortado transversalmente em dois
segmentos e estes foram utilizados em experimentos de
morfogénese in vitro.

Morfogénesein vitro

Com o objetivo de incrementar as fregiiéncias de
regeneracdo e aongamento dos ramos, foram
conduzidos aguns experimentos baseadas em
cotilédones das plantas axénicas da cultivar Santa Clara
e seu mutante ‘Firme'. Foram avaliados cinco meios de
inducdo de ramos, propostos na literaturaa MS1
(McCormick, 1991) - MS basico + 1,0 mg L™? de
zeatina - [6-(4-hidroxi-3-metil-trans-2-butenil-amino)
purina]; MS2 (Ichimura e Oda, 1995) - MS bésico +
1,0 mg L™ de zeatina + 0,1 mg L™ de AIA (&cido-
indol-3-acético); MS3 (Fillatti et al., 1987) - MS bésico
+2,0mg L™ de zeatina, MS4 (van Roekel et al., 1993)
- MShbésico + 20 mg L™ de ZEA + 0,1 mg L™ de AIA;
e MS5 (Féri et al., 1997) - meio MS basico+25mg L”
! de BAP (6-benzilaminopurina) e 0,2 mg L™ de AIA.

Ap6s a inoculagdo dos explantes nos meios
citados acima, o material foi mantido em sala de
crescimento por trés semanas, sob irradiancia em torno
de 36 nmol m? s' e temperatura de 27 + 2°C.
Posteriormente, esse material foi recultivado, apos 21
dias, em meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de
zegtina. Ao final de 45 a 60 dias, foram avaliados a
freqliéncia de regeneracdo in vitro e o nimero de brotos
alongados por explante.

Efeito da posicdo dos explantes (proximal e
distal) nos cotilédones sobre a morfogénese in

vitro
Para verificar respostas diferenciais a
regeneracd0 tomando-se por base  segmentos

cotiledonares do tomateiro ‘Santa Clara’ e o mutante
‘Firme’, esses foram divididos em duas posicoes
(proximal e distal) e inoculados no meio de cultivo
indutor MS2.

Meio de enraizamento

Os ramos que diferenciaram e alongaram (0,6 a
1,2 cm) foram individualizados e transferidos para
frascos Phytacon (Sigma Chemical Co., USA) contendo
50 ml de meio de enraizamento, conforme descrito por
Frary (1995) e Frary e Earle (1996). O meio constou de
alguns sais de MS (Murashige e Skoog, 1962)
modificados (380 mg L™* KNOs, 330 mg L™ NH,NO; e
74 mg L™ MgS0,.7H,0), 0,18 mg L™ AIA, e os demais
componentes foram acrescentados nos niveis usuais. Os
recipientes foram vedados com filme plastico de PVC
(Resinite, Alba Quimica, Argentina).

Aclimatacéo das plantas

Ap6s cerca de 15 dias da inoculagdo dos ramos
em meio de enraizamento, as plantas que apresentaram
rizogénese foram retiradas dos frascos e suas raizes,
lavadas com &gua autoclavada. Em seguida, foram
acondicionadas em copos de pléstico contendo &gua
deionizada e autoclavada, envolvidas por saco pléastico
e mantidas sob condi¢des de ambiente. A cada dois
dias, foram feitos pequenos orificios nos sacos pléasticos
€, apbs o oitavo dia, as plantas foram transferidas para
vasos plasticos de 1 kg de capacidade contendo
substrato organico (Plantmax, Brasil) e conduzidas em
casa-de-vegetacéo.

Delineamento experimental
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Para todos os experimentos de regeneragdo de
ramos a partir de cotilédones, foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado,
no qual cada repeticdo foi constituida de uma placa de
Petri contendo dez explantes. Cada tratamento foi
congtituido por quatro repeticdes, totalizando 40
explantes. Cada experimento foi repetido pelo menos
uma vez. Os dados obtidos foram submetidos a andlise
de varidncia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O processo de regeneragdo in vitro dos
tomateiros ‘ Santa Clara’ e mutante ‘ Firme’' encontra-se
ilustrado na Figura 1. Nos experimentos de
morfogénese de L. esculentum, foram utilizados
explantes cotiledonares (Figuras 1A, B, C e D). Optou-
se pela utilizag8o de explantes cotiledonares em virtude
damaior uniformidade

das plantas axénicas obtidas, possibilitando uma
maior homogeneidade nas respostas morfogénicas,
aém de um menor tempo de obtencdo dos
regenerantes (Fillatti et al., 1987; McCormick,
1991; Frary, 1995; Frary e Earle, 1996). No presente
trabalho, a diferenciacdo de ramos a partir dos
explantes cotiledonares oriundos do cultivar Santa
Clara e de seu mutante ‘Firme’ apresentaram
calogénese em maior ou menor intensidade,
previamente a formacgéo dos ramos (Figuras 1A, B,
C e D). Com a metodologia utilizada foi possivel a
obtencdo de plantas aclimatadas de ‘Santa Clara’
(Figura 1E) e de seu mutante ‘Firme’, com

aproximadamente 60 dias do inicio do cultivo in
vitro.

FIGURA 1 - Morfogénese in vitro dos tomateiros 'Santa Clara e mutante 'Firme' a partir de cotilédones. A - Regeneragdo
de ramos da cultivar Santa Clara em meio MS suplementado de 1,0 mg L™ de zeatinae 0,1 mg L™ de AIA (esquerda) e
meio MS suplementado de 2,0 mg L™ de zedtina (direita), apos 42 dias de cultivo; B - Comparacio da regeneracio de
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ramos in vitro, do tomateiro mutante 'Firme, a partir das porgdes apical (metade superior da placa) e basal (metade
inferior da placa) de cotilédones; C - Detalhe da regeneracdo de ramos a partir de cotilédones do tomateiro 'Santa Clara;
D - Dedhe da regeneracéo de ramos a partir de cotilédones do tomateiro mutante 'Firme’; E - Detalhe da planta de
tomateiro 'Santa Clara aclimatada e conduzida em casa-de-vegetacdo (Vigosa, MG, UFV, 1998).

Efeito dos meios de cultivo na morfogénesein
vitro de tomateiro

De acordo com a Figura 2A, observam-se
diferencas significativas para a cultivar Santa Clara em
todos os meios de inducdo de gemas testados. A maior
média de regeneracdo obtida foi no meo MS2, o
mesmo sendo observado para 0 nimero médio de
brotactes por explante (Figura 2C).

Entretanto, para o mutante ‘Firme’, obtiveram-
se as maiores médias de regeneracdo nos meios MS2 e
MS3 (Figura 2B) e as maiores médias de brotactes por
explante nos meios MS1, MS2 e MS3 (Figura 2D).

As diferencas observadas na resposta morfogéni-

ca in vitro entre os gendtipos avaliados demonstram
gue o potencial de regeneracdo ndo depende somente
dos diferentes reguladores de crescimento adicionados
a0 meio de cultivo, mas também das diferencas no
componente genético, o qua controla o potencia de
regeneracdo. Uddin e colaboradores (1988), testando
dez cultivares de L. esculentum e 18 diferentes
reguladores de crescimento, observaram que os
explantes cotiledonares provenientes dos dez cultivares
variaram na resposta morfogénica quando comparados
a0s 18 meios de cultivo contendo os diferentes reguladores
de crescimento. Concluiram, entdo, que a formagdo de
ramos in vitro é dependente do gendtipo e do tipo e
concentracdo do regulador de crescimento adicionado ao
meio de cultivo.

A B
100 a w o 1907 a g
—_ N X
o < 80 - ab . < 801 g ab
i 1 S, J
&S cd Lo
<& 40 d L@ 40
[T < E
<Z 20 A 20
o0 oo
W w 0 S © 0 A
4
MS1 MS2 MS3 M4 MS5 MS1L MS2 MS3 M$SA MSH
MEIOS DE INDUC,AO DE GEMAS MEIOS DE INDUC,AO DE GEMAS
C D
= =
<Zt b=
<
ww
om afie
o o3
3 ©
aa ga
S Q =0
0 1O o 1O
z < Zz <
= =
(@] (@]
% X
[a]
MS1L MS2 MS3 M$A MS5 MSL MS2 MS3 MS4 MS5
MEIOS DE INDUC,AO DE GEMAS MEIOS DE INDUC,AO DE GEMAS

Ciénc. Agrotec., Lavras, v.25, n.1, p.63-71, jan./fev., 2001



68

FIGURA 2 - Médias da freqiiéncia de regeneragdo e niimero de brotactes de ramos in vitro, baseando-se em
cotilédones do tomateiro ‘Santa Clara (A e C) e seu mutante ‘Firme’ (B e D), cultivados em cinco meios de
inducdo de gemas. As médias com pelo menos uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, a0 nivel de 5% de probabilidade (Vigosa, MG, UFV, 1998).

Pratta et al. (1997), estudando a variabilidade
intra-especifica do potencia de regeneracdo de quatro
espécies de Lycopersicon, observaram que essa
variabilidade originava-se das linhas segregantes
obtidas pelo fluxo génico entre as espécies.

A variabilidade na formacg&o de ramos in vitro,
baseando-se em discos foliares e de protoplastos de 11
gendtipos de L. esculentum, foi investigada por Tan et
al. (1987). Segundo os autores, a variagdo encontrada
pode indicar que vérios genes estdo envolvidos no
processo de regeneracdo. Entretanto, apesar de a
capacidade de formagdo de ramos ter sido avaliada
como apresentando uma alta herdabilidade (h? = 0,98;
Frankenberger et al., 1981, citados por Tan et al.,
1987), fatores exdgenos, como o estadio fisioldgico das
plantas doadoras dos explantes, bem como fatores
enddgenos, como o metabolismo dos reguladores de
crescimento, desempenham papel importante na
determinacdo do potencia morfogénico de um dado
material vegetal avaliado.

A andlise dos meios de inducéo de gemas paraa
cultivar Santa Clara demonstrou que a melhor resposta
morfogénica foi obtida em meio de cultivo contendo
uma combinagdo adequada de auxina e citocinina (1,0
mg L™ de zeatina e 0,1 mg L™ de AlA), enquanto para
0 mutante ‘Firme’, obtiveram-se as melhores respostas
morfogénicas em meio de cultivo contendo
concentracOes diferentes de auxinas e citocininas (1,0
mg L™ de zeatinae 0,1 mg L™ de AIA, 1,0 mg L™ de
zeatina ou 2,0 mg L™ de zeatina). A excecdio da
freqliéncia de inducdo de gemas para 'Santa Clara
(Figura 2A), de maneira geral, 0 meio suplementado
regulador de crescimento BAP (MS5) promoveu uma
menor resposta morfogénica em relagdo ao meio MS2
(Figuras 2 B, C e D). Resultados semelhantes foram
obtidos por Tan et al. (1987), que observaram melhores
resultados de regeneracdo em meio de cultivo
suplementado com 2,0 mg L™ de zeatinae 0,02 mg L™
de AIA, e por Patil (1994), que constatou um maior
potencial de regeneracdo dos gendtipos testados em
meio de cultivo contendo a combinacdo de zeatina (2,0
mg L) e AIA (0,1 mg L™Y). Contudo, McCormick e
colaboradores (1986), estudando a morfogénese in vitro
de ramos a partir de explantes de cotilédones e
hipocGtilos de L. esculentum, observaram que a

presencade 2,5 mg L™ de BAPe1,0 mg L™ de AIA ou
1,0mg L™* de BAPe0,2 mg L™ de AlA determinou um
maior nimero de ramos por explante. Resposta
semelhante foi constatada por Fari et al. (1997). Costa
(1999) obteve as melhores respostas morfogénicas em
meio de cultura contendo 1,0 mg L™ de zeatina e 0,1
mg L de AIA ou 25 mg L™ de BAPe 0,2 mg L™ de
AlA. A variabilidade observada nas respostas
morfogénicas in vitro para diferentes citocininas pode
ser causada pela variagdo na razdo de degradacéo
dessas substancias nos tecidos vegetais ou no meio de
cultivo (Ohki et al., 1978).

Efeito de posicdo dos explantes na
morfogénesein vitro detomateiro

N&o foram observadas respostas diferenciais em
relacdo a freqliéncia média de regeneracdo (Figura 3A)
e a0 nimero médio de brotagdes por explante (Figura
3C) para a cultivar Santa Clara O mesmo foi
observado para 0 mutante ‘Firme', exceto o nimero de
ramos regenerantes, em que constatou-se um
incremento de 34,5% na regido basal, em detrimento a
regido apical (Figuras 3B e D).

Aung et al. (1975) observaram um acumulo de
substancias tipo auxinas nos cotilédones e na regiéo
basal de hipocdtilos de plantulas de tomateiro. Os
autores também constataram que agumas dessas
substancias eram translocadas dos cotilédones para o
hipocétilo durante o desenvolvimento das pléantulas.
Ohki et al. (1978), estudando o potencia de
regeneracdo de hipocdtilos de tomateiro (L. esculentum
Mill.), constataram um incremento na resposta
morfogénica in vitro na regido basal do hipocétilo, em
decorréncia do acimulo natural de auxinas nessa
regido. Entretanto, 0s mesmos autores observaram que
a resposta diferencial do potencial de regeneracdo das
posices do explante foi influenciada tanto pelo
gendtipo, quanto pela concentracdo dos reguladores de
crescimento utilizada no meio de regeneracéo.

Mroginski et al. (1981) avaliaram a regeneracéo
de ramos in vitro de amendoim (Arachis hypogaea L.
cv. Colorado Manfredi) tomando-se por base as
posicies (proximal e distal) de folhas imaturas. A
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regido proximal apresentou a maior producéo de ramos
regenerantes.

De acordo com Atreya e colaboradores (1984),
as diferencas observadas nas respostas morfogénicas
entre as regides (proximal e distal) dos cotilédones de
amendoim (Arachis hypogaea L.) sugerem que existe
um gradiente de potencial de regeneracdo da regido
proximal para aregido distal do cotilédone. Os autores
observaram uma melhor fregiiéncia de regeneracdo nos
segmentos oriundos da regido proximal dos cotilédones.

Sharma e Raam (1995), trabalhando com
hipocétilos de batata (Solanum melongena L. cv. Pusa
Purple Long), constaram que os segmentos basais e
apicais de hipocdtilo produziram um maior nimero de
embries sométicos, quando comparados com 0s
segmentos medianos (sub-basal e subapical). Segundo
0s autores, altos niveis de conjugados de espermidina e
poliaminas totais nas regides terminais (basal e apical)

poderiam ser responsaveis pelo maior ndmero
encontrado de embriBes sométicos.

As respostas semelhantes de freqiiéncia de
regeneracdo observadas entre as regibes apical e
basal da

cultivar Santa Clara e seu mutante ‘Firme’ podem ser
conseqiiéncia do efeito do gendtipo e/ou do efeito da
concentracdo dos reguladores de crescimento utilizada
nos meios de cultivo. O acimulo natural de auxinas na
regido basal do explante (Ohki et al. 1978) pode ter
proporcionado o maior niimero de ramos

regenerantes observado para o mutante ‘Firme'.
Entretanto, recomenda-se utilizar, tanto para o
tomateiro ‘ Santa Clara’ quanto para o mutante ‘Firme',
explantes derivados do &pice e da base de cotilédones.
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FIGURA 3 - Médias dafreqiiéncia de regeneracdo e nimero de brotagdes de ramos in vitro, em meio MS2, a partir
de cotilédones do tomateiro ‘Santa Clara (A e C) e mutante ‘Firme’ (B e D). As médias com pelo menos uma
esma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (Vigosa, MG,

UFV, 1998).

CONCLUSOES

a) Para as caracteristicas avaliadas, em média, o
meio MS2 proporcionou respostas morfogénicas
superiores, comparativamente aos demais meios
utilizados.

b) N&o foram observadas respostas diferenciais
em relacdo a freqliéncia de regeneracéo das cultivares
de tomateiro Santa Clara e mutante ‘ Firme', quando as
porcdes apical e basal do cotilédone foram inoculadas
no meio de cultura MS2. Todavia, para o nimero médio
de brotacGes por explante, para o mutante 'Firme,
foram observadas diferencas significativas.

c) Foram obtidas respostas morfogénicas
satisfatorias em termos de freqiiéncia de diferenciagéo
de ramos regenerados e alongados, adequadas para
serem utilizadas em trabalhos de transformacéo
genética dessas cultivares.
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