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RESUMO. A murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, é a principal doenga vascular
de plantas em todo o mundo. O agente causal ¢ uma bactéria que ocorre em todas as regides do
Brasil, predominando em condigdes de umidade e temperatura elevadas, fatores propicios ao
desenvolvimento do patdgeno. Este agente causal é de dificil controle, pois sobrevive nos mais
diversos hospedeiros, especialmente Solanaceas, além de outras familias de importincia
alimentar, condimentar e medicinal. O uso de espécies do género Solanum na enxertia
convencional e minienxertia em tomateiro Lycopersicon esculentum € limitada em fungio da
incompatibilidade. Neste trabalho, utilizou-se o método da microenxertia para obtencio de
plantas resistentes a doengas como a murcha bacteriana, tendo como cavalo a espécie Solanum
palinacanthum Dun. Utilizaram-se dois métodos de microenxertia: convencional em T-invertido
e corte em bisel. Foram testados meios de culturas para execucio das duas priticas de
micropropagagio; para isso, realizou-se experimento em diferentes condigdes ambientais, com
presenga e auséncia de luminosidade e diferentes tratamentos correspondentes a teores de
aglcares e sais, submetidos a cinco avaliagbes com intervalos semanais. Melhor resultado foi
encontrado quando se utilizou microenxertia em T-invertido e meio de cultura constituido de
sais de MS1/8 de forga acrescido de 30 g L' de sacarose.

Palavras-chave: Solanaceae, murcha bacteriana, Ralstonia solanacearum, micropropagagio, cultura in vitro.

ABSTRACT. Developmental of protocol for micrograffiting to tomato
Lycopersicon esculentum Mill. The bacterial wilt, caused by Ralstonia solanacearum, is the
most important vascular disease among plants in the world. The causal agent is a strain of
bacteria found in all regions of Brazil, mainly in places with high humidity and
temperature. This bacterium is difficult to control with chemical products, being able to
survive in diverse hosts, especially in species of Solanaceae as well as other families of great
food, condimental, or medicinal importance. The use of species of the genus Solanum has
been attempted, but the practice of grafting and micrografting of tomato Lycopersicon
esculentum is limited by incompatibility. In this work, the micrografting method was used to
obtain resistant plants using the species Solanum palinacanthum Dun., which features a series
of interesting characteristics from a commercial point of view, mainly the resistance to
diseases that are difficult to control, as in the case of bacterial wilt. For this, two methods of
micrografting were used — the conventional inverted T method; and the Bisel cut method.
The experiment was submitted to five evaluations in weekly intervals. It was determined
that MS salt medium in the 1/8 concentration, added to sucrose (30 g L™!), showed to be
suitable for the practice of micrografting using the inverted T method.

Key words: Solanaceae, bacterial wilt, Ralstonia solanacearum, micropropagation, in vitro culture.

Em ordem de importincia

econdmica,

Em 2005, a produgio mundial de frutos de
tomates ultrapassou 124,8 milhdes de toneladas,
sendo 60-65% dessa producio processada pela
indastria alimenticia. Nesta estimativa, o Brasil
ocupa a nona posi¢io, com producio de 3.452.970
toneladas, e o sexto lugar em produtividade, com
58 toneladas por hectare (FAO, 2007).

2

tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill) é superado
pela batata, e os Estados maiores produtores, em
ordem decrescente, sio: Goids, Sio Paulo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Bahia e Parand (IBGE, 2007,
IOST et al., 2008).

A olericultura vem sofrendo em sua cadeia
produtiva, nos ultimos tempos, mudangas bruscas,
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principalmente com a abertura do Mercosul e a
europeus e
americanos. Hortaligas como produtos de atividades

formagio de blocos econdmicos
empresariais tém crescido na esfera nacional e
mundial; na regiio norte-brasileira, no entanto, o
crescimento foi pouco significativo (IBGE, 2007).

Em Roraima, o cultivo de tomateiro vem
expandindo principalmente na regiio do lavrado, ou
seja, savanas, com periodo seco prolongado e elevadas
temperaturas, predominando latossolo amarelo com
baixa fertilidade natural e elevada acidez. Esses aspectos,
associados ao baixo nivel tecnolégico empregado, tém
contribuido para a baixa produtividade da cultura, em
torno de 11,74 t ha™. Essa baixa produtividade do
tomateiro, no Estado de Roraima, associa-se também 2
susceptibilidade a doencas, principalmente bacterianas,
mais destrutivas e limitantes da produgio em direas
tmidas e temperaturas elevadas das regides de clima
tropical e subtropical, como Norte e Nordeste do
Brasil (KIMATI et al., 1997).

No Brasil, a bactéria Ralstonia solanacearum ocorre
especialmente em regides de baixadas e solos, onde faz
parte da microflora nativa, como os Estados do
Maranhio, Amazonas e Pari. Nestes, a bacteriose
torna-se fator limitante ao desenvolvimento da
tomaticultura, e os prejuizos causados pela doenga
podem ser totais, influenciados por temperatura, solo,
intensidade luminosa e microrganismos antagonistas
ou sinergisticos (COELHO NETO et al., 2003).

A microenxertia surgiu como alternativa
economicamente vidvel, em curto prazo, para controle
de doengas, principalmente de origem virdtica,
bacteriana (SINGH et al., 2008), assim como obtencio
de mudas livres de fitopatégenos, resgate de embrides
(SIMON; LITZ, 2005) e detecgio de alguns casos de
incompatibilidade (WU et al., 2007; DANTHU et al.,
2004), visto que a enxertia convencional, sobre porta-
enxertos selvagens e resistentes do género Solanum, na
Regido Norte do Brasil, j4 é uma pritica constante por
produtores.

Uma das espécies utilizadas como porta-enxerto
tem sido a jurubebeira (Solanum palinacanthum
Dun.), por ser planta adaptada 21 regiio,
apresentando porte arbustivo de ocorréncia comum,
pouco exigente em solos, vegetando sob plena luz,
caracteristicas préprias das regides amazOnicas e
nordestinas.

Variedades resistentes tém sido pesquisadas
como porta-enxertos por meio de espécies selvagens
tolerantes 2 doenca, entretanto, os frutos nio
expressam aceitagio comercial.

Este trabalho tem como objetivos ajustar um
meio de cultivo, testando diferentes concentragoes
de sais do meio MS (MURASHIGE; SKOOG,

Coutinho et al.

1962) e de sacarose, em diferentes regimes de luz,
para dar suporte a multiplicagio in vitro e
microenxertia de tomateiro utilizando a jurubebeira

como micro—porta—enxertos.

Material e métodos

Foram utilizadas, neste trabalho, plintulas de
tomateiros e jurubebeiras cultivadas in vitro, oriundas
de sementes coletadas no campo e no banco de
germoplasma da Universidade Federal de Roraima —
UFRR, desinfestadas por meio de extrato etandlico de
Lippia microphylla Cham. diluida em 3lcool etilico 70%,
na propor¢io de 1:7,5, a partir de uma solugio estoque
de TmgmL™".

A coleta dos frutos de jurubebeiras Solanum
palinacanthum Dun., para obtengio de sementes, foi
realizada no inicio do verio de 2007, no Campus do
Cauamé da Universidade Federal de Roraima, de
latitude 2° 49’ 77 N e longitude 60° 39’ 45” W, com
altitude de 90 m acima do nivel do mar; o clima,
segundo classificacio de Kopen, é Awi, com periodo
seco definido, precipitacio média anual de 1.584,1 mm
e umidade relativa do ar de 76%.

Os trés pontos de coleta das sementes foram
georreferenciados com uso do GPS, os quais
apresentaram as seguintes coordenadas: ponto 1 - N
02° 52’ 21,57, W 60° 42’ 41,3”; ponto 2 - N 02° 51’
32,6”, W 60° 37 253”; ponto 3 - N 02° 51’ 32,7, W
60°37 25,4”.

O material coletado foi encaminhado ao
Herbirio do Instituto de Pesquisa da Amazdnia
(INPA-AM), para identificagio, e classificado como
pertencente a espécie Solanum palinacanthum Dun.

Visando ao desenvolvimento de protocolo para
microenxertia do tomateiro, foram estabelecidos trés
experimentos. No primeiro experimento, cujo objetivo
era avaliar a interacio das concentracoes de sais do
meio MS e em condigdes de cultivo (claro e escuro) na
Mmicropropagagio de  jurubebeira (Solanum
palinacanthum Dun.) e tomateiro (Lycopersicon esculentum
Mill), empregou-se o experimento fatorial simples,
consistindo de cinco concentracdes de sais e dois
regimes de luz: a) claro (fotoperiodo de 16h de luz e 8h
de escuro); e b) escuro (escuro total), e cada tratamento
apresentou quatro repeti¢cdes, no delineamento
inteiramente ao acaso. As concentragdes utilizadas
foram: meio MS 0,0 de sais; meio MS normal; meio
MS Y de forga; meio MS Y4 de forca e meio MS '/ de
forga. Apds 30 dias da inoculagio, foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: comprimento e didmetro em
(mm) do explante, medidos com auxilio de um
paquimetro. Os dados obtidos foram submetidos 2
anilise de variincia utilizando-se o programa Genes
(CRUZ, 2004).
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No segundo experimento, visando avaliar as
concentragdes de sacarose também em dois regimes de
luz para a micropropagagio da jurubebeira e tomateiro,
empregou-se o delineamento estatistico em fatorial
simples com sete concentracdes de sacarose (0,0; 5,0;
10,0; 15,0; 20,0; 25,0 € 30 g L") e dois regimes de luz:
claro (16h de luz e 8h de escuro) e escuro total, e cada
tratamento apresentou cinco repetigdes. Os meios
foram os mesmos utilizados no primeiro experimento
inoculados com segmentos de hipocétilos de
jurubebeira e tomateiro com 10 mm de comprimento.
Apés 30 dias da inoculagio, foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: comprimento e didmetro do explante
em (mm), com auxilio de um paquimetro. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variincia
utilizando-se o programa Genes (CRUZ, 2004).

Apbs a determinagio da concentragio Gtima de
macro e micronutrientes, de sacarose e¢ do melhor
regime de luz, instalou-se o terceiro experimento para
avaliar qual o melhor método para realizar a
microenxertia, no qual se utilizaram dois tipos: T-
invertido e corte em bisel. Para tanto, como micro-
porta-enxertos foram utilizados dez explantes de
jurubebeiras, medindo 10 mm de comprimento,
micropropagados in vitro; como microenxertos, dez
explantes (dpices caulinares) de tomateiro também
oriundos de plantas micropropagadas in vitro. Seguindo
a metodologia proposta neste trabalho, com uso de
pinga estéril em cAmara de fluxo laminar, retiraram-se
as mudas das espécies cavalos (jurubebeiras) e
cavaleiros (tomateiros) cultivadas in vitro; iniciou-se o
processo de eliminagio de cotilédones ¢ gemas
cotiledonares, decaptando-se parte do epicétilo e da
raiz do cavalo, deixando-o com aproximadamente
10 mm; seguiu-se o corte do dpice caulinar com dois
ou trés primérdios foliares medindo 0,1 a 0,2 mm, para
enxerto no cavalo, mantendo as partes envolvidas na
microenxertia umedecidas com soluc¢io antioxidante,
conforme recomenda Onay et al. (2004). Efetuou-se o
corte no cavalo em forma de T-invertido, com auxilio
de bisturi. Em seguida, executou-se a inser¢io do
microenxerto do cavaleiro na fenda inferior horizontal
do T-invertido. Para finalizar, com auxilio de pinga,
introduziu-se a pliantula microenxertada em tubo de
ensaio contendo meio de cultura MS normal, acrescida
de 30 g L' de sacarose; acondicionou-se em cimara de
cultura com temperatura de 27°C e luminosidade
controlada em 50 a 60 mmol m? s e fotoperiodo de
16h de luz, por quatro semanas.

Resultados e discussao

Verificou-se que nio houve interagio
significativa entre as diferentes concentragoes de sais
do meio MS e os regimes de luz (claro e escuro)

89

quanto ao comprimento e ao didmetro do caule do
tomateiro. As diferentes concentragdes de sais do
meio MS aplicadas em tomateiro e jurubebeira nio
diferiram entre si, em nivel de 5% de probabilidade,
pelo teste F, em relagio as duas caracteristicas
avaliadas individualmente (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Resumo da anilise de variincia das caracteristicas de
comprimento e didmetro de caule de tomateiro in vitro em relagio
a diferentes concentragdes de sais no claro e no escuro,
respectivamente.

Claro Escuro
FV GL Comp. Diidmetro Comp. Didmetro
(mm) (mm) (mm) (mm)
Tratam. 4 0,0063™ 1,6398™ 0,0064™ 0,0116™
Residuo 15 0,0024 1,7115 0,0036 0,0150
CV (%) 72,2702 273,98 117,57 87,7147

"Naio-significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade; C.V. = coeficiente de variagio.

Tabela 2. Resumo da anilise de variincia das caracteristicas de
comprimento e didmetro de caule de jurubebeiras in vitro em
relacio a diferentes concentragdes de sais no claro e no escuro,
respectivamente.

Claro Escuro
FV GL Comp. Diidmetro Comp. Didmetro

(mm) (mm) (mm) (mm)
Tratam. 4 0,3158™ 0,2280™ 0,0041™ 3,8064™
Residuo 15 0,0121 2,0073 0,0041 1,9995
TOTAL 19 0,3087 31,0220 0,0781 45,2195
Média 0,1440 0,9300 0,0705 0,8550
CV (%) 76,5780 152,34 90,8982 165,38

"Naio-significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade; C.V. = coeficiente de variagio.

No segundo experimento foram avaliadas
diferentes concentragdes de sacarose e dois diferentes
regimes de luz (claro e escuro) e sua influéncia sobre o
processo de micropropaga¢io ¢ jurubebeira. Em
relagio a jurubebeira, detectou-se que nio houve
diferenga significativa entre os tratamentos, nem para a
interagio (dados nio-apresentados); no entanto, no
tomateiro foi observado efeito significativo apenas na
interacio tratamento x ambiente (Tabela 3). No
desdobramento da interagio, observou-se que foi
significativa apenas a interagdo das diferentes
concentragdes de sacarose no ambiente claro (Trat /
Amb 1) (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da anilise de varidncia das caracteristicas didmetro
de caule de tomateiro in vitro em relagio a diferentes concentragdes de
sacarose nos ambientes claro e escuro, respectivamente.

FV GL QM F
Tratamentos 6 0,00328 0,3066™
Ambientes 1 0,0000003185 0,00013™
Trat. x Amb. 6 0,0107 437294
Trat/Amb 12 0,00699 2,85684"
Trat/Amb 1 6 0,00939 3,83650"
Trat/Amb 2 6 0,00459 1,87718™
Residuo 56 0,00245

Total 69

Média 0,053

CV (%) 93,323672

"; *ndo-significativo e significativo a 5% de probabilidade, respectivamente; Amb 1 =
ambiente claro; Amb 2 = ambiente escuro; C.V.= coeficiente de variagio.
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Na comparac¢io entre as médias pelo teste de
Duncan, a 5% de probabilidade, a concentracio de
30 g L' de sacarose foi mais efetiva quanto ao
crescimento em didmetro do explante (Tabela 4).

Tabela 4. Comparagio entre as médias de didmetro de explantes
de tomateiro cultivados em diferentes concentragoes de sacarose
em relagio ao didmetro do explante na presenca da luz'.

Tratamentos Meédias de didmetro do explante
1-MS + 0,0 g L' de sacarose 0,052
2-MS + 5,0 gL" de sacarose 0,058
3-MS + 10,0 gL' de sacarose 0,094
4-MS + 15,0 g L' de sacarose 0,032°
5—MS + 20,0 g L' de sacarose 0,068"
6—MS + 25,0 g L' de sacarose 0,028"
7 —MS + 30,0 g L' de sacarose 0,106

'Médias seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Duncan, a 5% de probabilidade.

Analisando a percentagem de sobrevivéncia dos
microenxertos, realizados pelos dois métodos de
microenxertia (corte em T-invertido e em bisel),
verificou-se que o método em T-invertido mostrou-
se mais eficiente do que o corte em bisel, atingindo,
ao final de quatro semanas, 50% de sobrevivéncia; ji
a taxa de sobrevivéncia dos microenxertos do corte
em bisel foi nula (Tabela 5 e Figura 1). Resultados
similares foram obtidos por Mneney e Mantell
(2001) e Gulati et al. (2001).

Tabela 5. Percentagem de sobrevivéncia dos microenxertos de
tomateiro em jurubebeira, no periodo de quatro semanas apds a
operagio de microenxertia, utilizando os métodos de corte em T-
invertido e bisel.

Epoca Meétodo de Numero de Plantas  Sobrevivéncia (%)
microenxertia microenxertadas
1*Semana T-invertido 10 100
2'Semana T-invertido 10 60
3*Semana T- invertido 10 60
4*Semana T- invertido 10 50
1* Semana Bisel 10 90
2'Semana Bisel 10 70
3*Semana Bisel 10 0,0
4*Semana Bisel 10 0,0

Figura 1. A: sementes de tomateiro; B: sementes de jurubebeira; C:
explantes caulinares de jurubebeira (cavalos); D: gema apical de
tomateiro (cavaleiro); E: gema microenxertada em T-invertido; F:

gema microenxertada em corte bisel; G: explante caulinar
microenxertado e cultivado em meio MS em cimara de cultivo.

No presente trabalho, nio se detectaram
respostas do tomateiro e da jurubebeira, nem

Coutinho et al.

interagio quanto a diferentes concentragdes de sais
do meio de cultura MS e os regimes de luz (claro e
escuro), em relacio ao comprimento e ao didmetro
do caule. Estes resultados discordam de Villa et al.
(2006) e Santos et al. (2006) que obtiveram
resultados  significativos  utilizando  diferentes
concentracdes de sais do meio MS, trabalhando com
amoreira preta (Rubus sp.) e com planta nativa
ornamental (Syngonanthus mucugensis Giul.). Diniz
et al. (1999) também obteve resultados positivos
trabalhando com absor¢io de macronutrientes em
bananeira cultivada in vitro. Ao adicionar ao meio de
cultura MS os minerais inorginicos P, S, K, Ca, Mg
e Na, observou que o crescimento e a taxa de
multiplicagdo  eram  associados 3 taxa de
disponibilidade mineral e absorgao.

A resposta de jurubebeira quanto ao efeito de
diferentes concentragdes de sacarose e dois regimes
de luz para a micropropagagio nio foram
significativas (p > 0.05) entre os tratamentos, nem
para a interagio. Para tomateiro, nio foi observado
efeito significativo para os tratamentos, porém a
interagio tratamento x ambiente foi significativa no
ambiente claro.

Estes resultados discordam daqueles obtidos por
Flores et al. (1999) que reportam efeitos positivos da
adigio da sacarose ao meio de cultura embrides e
macieira (Malus prunifolia Willd, Borkh), nos quais
verificaram maior desenvolvimento das brotagdes e
gemas com o aumento das concentragdes de sacarose.
Entretanto, (2004),
crescimento in wvitro de estrelicia (Strelitzia reginae
Banks.), concluiram que, com o transcorrer de
140 dias, os embrides obtiveram melhores taxas de
crescimento  da parte aérea quando utilizaram
20,64 g L™ de sacarose, regredindo este indice para uma
inibigio abrupta com taxa zero de sacarose ou quando
elevada para 60 g L. Rognoni et al., (2007), avaliaram
de diferentes concentragdes de sacarose e intensidades
de luz sobre o crescimento e desenvolvimento de
plintulas de Arabdopsis e verificaram que altas
concentragdes  de exOgena impede a
germinacio e o desenvolvimento dos cotilédones e
também o enraizamento. Maior percentual de
enraizamento foi conseguido com 20 g L' de sacarose;
entretanto, a formagio de raizes secundirias baixou de
80% em 30g L' de sacarose para 0,0% na auséncia de
sacarose.

Na  microenxertia, observou-se que a
percentagem de sobrevivéncia dos microenxertos
conduzidos por um periodo de quatro semanas,
quando se utilizou a metodologia do corte em T-
invertido, mostrou-se mais eficiente que corte em
bisel, atingindo, ao final de quatro semanas, a taxa de

Paiva et al analisando o

sacarose
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sobrevivéncia de 50 e 0%, respectivamente.
Possivelmente, esse percentual de sobrevivéncia do
microenxerto apresentaria melhores resultados se
fossem utilizados reguladores de crescimento no
ponto de enxertia, conforme resultados positivos
obtidos por Onay et al. (2004), Mneney ¢ Mantel
(2001) e Sanjaya et al. (2006) quando foram
utilizados reguladores de crescimento no ponto de
enxertia, aumentando  significativamente  a
viabilidade dos enxertos. Outra explicagio para a
baixa taxa de sobrevivéncia dos microenxertos na
quarta semana pode ser a oxidacio dos tecidos.
Singh et al. (2008), trabalhando com microenxertia
de citrus, verificaram que o processo de oxidagio
prejudicou o pegamento dos enxertos. Eles
recomendam usar uma solugio antioxidante para
mergulhar o explante, ou aplicar uma gota do
antioxidante sobre o porta-enxerto, imediatamente
antes de colocar o cavaleiro.

A microenxertia de tomateiro em jurubebeira ainda
é pouco pesquisada, portanto existem grandes lacunas,
tais como tamanho de explantes, concentra¢des de
reguladores de crescimentos, usos de antioxidantes,
que poderio contribuir para o sucesso de pegamento e
sobrevivéncia dos microenxertos.

Conclusao

Nio houve interagio significativa entre
diferentes concentracées de sais do meio MS e
regimes de luz quanto ao comprimento e didmetro
do caule do tomateiro.

Para  jurubebeira, nio diferenga
significativa entre os tratamentos (diferentes
concentragoes de sacarose em dois regimes de luz),
nem para a interagio. Para o tomateiro, no entanto,
nio foi significativo ~ para
tratamentos, embora a interagio tratamento X
ambiente tenha sido significativa.

Verificou-se que o método em T-invertido
apresentou-se mais eficiente do que o corte em bisel,
considerando percentagem de sobrevivéncia dos
microenxertos.

houve

observado  efeito
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