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RESUMO:

Algumas cultivares de porta-enxerto de macieira apresentam
maior tendéncia de variacdo somaclonal do que outras, ocorrendo
variabilidade entre plantas regeneradas de uma mesma espécie.
Devido a isso, objetivou-se avaliar a variabilidade quanto a capacidade
de proliferac@o de brotos e de enraizamento in vitro de somaclones
do porta-enxerto de macieira M.111, oriundos da regeneragdo de
calos, em meio com aluminio. Transferiram-se as brotagdes
regeneradas para meio de multiplicacdo contendo sais e vitaminas de
MS com sais de nitrogénio reduzidos a %, 100,0 mg.L™ de mio-inositol,
30g.L" de sacarose, 6g.L™" de agar , 2 mg.L" de benzilaminopurina
(BAP) e 0,1 mg.L™ de &cido naftaleno acético (ANA), com pH ajustado
para 5,9, antes da colocacdo do é&gar. Os somaclones foram
subcultivados duas vezes, em intervalos de 30 dias, colocando-se 7
(sete) explantes por frasco. Para o enraizamento, retirou-se brota¢des
oriundas da multiplicagdo e inoculou-se em meio com sais de MS
reduzido a %, 100,0 mg.L™ de mio-inositol, 30,0 g.L™ de sacarose, 6,0
g.L" de &gar, 1,0uM de &cido indol butirico (AIB), ajustando-se o pH
para 5,9 antes da colocacdo do agar. O material foi mantido por trés
dias no escuro. Testaram-se 4 somaclones e o porta-enxerto M.111,
com trés repeticbes de 16 plantas cada, segundo delineamento de
blocos ao acaso. Os explantes foram mantidos em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas
sob intensidade luminosa de 19uE.m®.s™. Para a cultivar M.111,
apenas dois somaclones foram superiores na formacéo de brotos,
porém, para o comprimento estes foram inferiores formando “rosetas”,
ndo desenvolvendo entre-nés, entretanto, apresentando diferengs
significativas para percentagem e numero de raizes. Observou-se
pelos resultados obtidos neste trabalho que houve variabilidade no
material testado, o que pode ser devido a existéncia de um
componente genotipico e fenotipico na instabilidade.

Palavras chaves: Malus sp., porta-enxerto, variagdo somaclonal,
micropropagacéo.

ABSTRACT

PHENOTYPIC  VARIABILITY IN SOMACLONES OF THE
APPLE ROOTSTOCK CV. M.111, DURING MULTIPLICATION AND
ROOTING IN VITRO. Some apple cultivars are more prone to show
somaclonal variation than others within the same species. Thus the
purpose of this work was to evaluate the variability during the in vitro
multiplication and rooting of the apple rooststock cv. M.111 explants,
originated from shoots formed from callus grown in a medium
containing alluminum. The regenerated shoots were transferred to a
multiplication medium containing MS salts and vitamins. In this
medium nitrogen was reduced to % strength and added of: myo-
inositol (100.0 mg.L™); sucrose (30.0 g.L™"); agar (6.0 g.L™"); BAP (2.0
mg.L™); and NAA (0.1 mg.L™). The pH was adjusted to 5.9 before agar
addition and autoclaving. The somaclones were subcultured twice in
30-day intervals. Then seven explants were inoculated in flasks
containing the above medium. For the rooting studies shoots were
taken from the multiplication phase and inoculated in a half strength
MS medium added of: myo-inositol (100.0 mg.L™); sucrose (30.0 g.L™);
agar (6.0 g.L'"); IBA (1.0uM). The pH was adjusted to 5.9 before

adding the agar component. All inoculated material was kept remained
in a dark room for three days. Four somaclones were tested with three
replicates and 16 explants/replication in a randomized complete block
design. After, the explants were brought to a growth room with 25+2
°C, under a 16 hour photoperiod at light intensity of 19uE.m™?.s™. Two
somaclones had higher number of shoot formed, however their length
were shorter forming resette with no internode formation. It was also
detected a significant diference for rooting percentage and number of
roots between somaclones. It could be detected that the worked
material had variation which may resulted from both genetic and
phenotic components.

Key words: Malus sp., rootstock, somaclonal variation,
micropropagation.

INTRODUCAO

O melhoramento de porta-enxerto de macieira, é
considerado mais caro do que o de copa, pois exige periodos
longos para testes. Sendo necessério que a copa enxertada
esteja em plena producdo para que entdo, o potencial do
porta-enxerto seja analisado (CUMMING e ALDWINCKLE,
1983 e FERREE e CARLSON, 1987).

Algumas restricdes ocorrem no  melhoramento
convencional, que sdo limitantes as fruteiras, como o periodo
juvenil muito longo, representado por um Unico genoétipo e
altamente selecionado. Assim como, a dificuldade na sele¢éo
em detectar recombina¢gbes infrequentes ou raras;
dependéncia no melhoramento convencional sobre o tempo de
gerar ciclos de recombinagbes, espaco para crescer a
populacdo necessaria e para recuperar recombinantes
superiores, dificultando a identificagdo e avaliagdo de
recombinantes desejaveis (JANICK et al. , 1996).

Algumas destas limitacbes podem ser superadas pelas
novas estratégias de avangos biotecnélogicos. O uso da
regeneragdo de plantas a partir de tecidos somaticos, vem
sido utilizado com sucesso, como um sistema de transferéncia
de genes, oferecendo uma oportunidade para o melhoramento
genético em macieira. A macieira € conhecida pela habilidade
de produzir linhagens ao acaso. Entretanto, mutacbes em
tecidos somaticos quer elas sejam inerentes ou induzidas
podem ser facilmente descobertas durante a regeneragcéo de
células in vitro. Isto oferece um potencial promissor para
exploracéo da variagdo somaclonal em macieira (KORBAN e
CHEN, 1992).

O porta-enxerto de macieira M.111 foi obtida de
hibridacdo entre Northern Spy e Ml 793 (FERREE e
CARLSON, 1987). E classificado como semi-vigoroso,
superando a capacidade de crescimento da cultivar M.106.
Induz precocidade média, sendo resistente ao ataque do
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pulgdo lanigero e pouco suscetivel a Phytophtora cactorum
que causa a podriddo do colo (CASTRO, 1992, DENARDI,
1998).

Por estas caracteristicas, este porta-enxerto pode ser
utilizado para obtencéo de variabilidade genética, no sentido
de demonstrar o envolvimento de um componente genético na
predisposicdo a variagdo somaclonal. Algumas -cultivares
apresentam maior tendéncia de variagdo somaclonal do que
outras. Essas caracteristicas variantes em plantas
regeneradas a partir de calos ou células em suspensédo sédo
herdaveis e transmitidas aos descendentes (ILLG, 1990),
podendo ser utilizadas como uma forma de obtencdo de
variabilidade genética para uso no melhoramento de plantas
(EVANS & SHARP, 1986).

Um dos primeiros requerimentos para um sistema de
multiplicacdo clonal e estabelecimento de plantas frutiferas in
vitro, é a de otimiza¢@o das condi¢Bes basicas necessarias
para realizar a proliferacdo de brotos vigorosos. Em muitos
trabalhos foram obtidas taxas variadas de proliferacdo entre
cultivares de uma mesma espécie (WILKINS e DODDS, 1983).

Com este trabalho objetivou-se, avaliar a variabilidade
fenotipica quanto a capacidade de proliferagdo de brotos e de
enraizamento in vitro de somaclones do porta-enxerto de
macieira M.111, oriundos da regenerag¢do de calos em meio
com aluminio.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no laboratério de cultura
de tecidos do Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima
Temperado, Pelotas, RS, utilizando-se porta-enxerto de Malus
sp., cultivar M.111.

Multiplicagéo “in vitro”

Transferiram-se explantes de brotagBes regeneradas de
calos em meio com aluminio, para um meio de multiplicacédo
contendo os sais e vitaminas de MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), com nitrogénio reduzido a %, 100,0 mg.L'l de mio-
inositol, 30g.L™ de sacarose, 6g.L™ de agar, 2 mg.L™ de benzil
amino purina (BAP) e 0,1 mg.L'l de acido naftaleno acético
(ANA), em pH ajustado para 5,9, antes da colocagédo do agar.
Os meios foram autoclavados durante 20 minutos a
temperatura de 121°C, sob 1,5 atm de press&o.

As brotag6es foram subcultivadas por mais duas vezes,
em intervalos de 30 dias, colocando-se sete explantes por
frasco de 250 ml com 40 ml do meio, os quais foram tampados
com folha de papel aluminio.

Os explantes foram numerados em grupos (42, 44, 65,
66, 82 e 88) e mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas sob
radiacdo de 25uE.m'2.s'1, provenientes de |ampadas
fluorescentes de 40W tipo branca fria.

Enraizamento “in vitro”

Retiraram-se brotagbes oriundas de multiplicacdo e
prepararam-se microestacas com aproximadamente 3 cm de
comprimento. Inocularam-se essas microestacas em sais de
MS reduzido a %, 100,0 mg.L™" de mio-inositol, 30,0 g.L™ de
sacarose, 6,0 g.L'1 de agar, 1,0 uM de &cido indol butirico
(AIB), ajustando-se o pH para 5,9 antes da colocagédo do agar.
Apos, fez-se a inoculagdo em camara de fluxo laminar,
colocando-se 16 explantes por frasco de 500 ml contendo 60
ml do meio de cultura e tampados com papel de aluminio.
Ap6s inoculado, o material foi transferido para sala de
crescimento, onde permaneceu trés dias no escuro.

Delineamento Experimental e andlise estatistica

Para avaliacdo dos somaclones quanto a multiplicacao e
0 enraizamento, o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado usando-se para o0s tratamentos (somaclones)
diferentes repeticdes (3 ou 4) para multiplicagdo e trés
repeticdes para enraizamento. Os dados foram submetidos a
andlise de variacdo, e as médias comparadas pelo teste de
Duncan (0=0,05). As variaveis analisadas foram: numero e
comprimento das brotacdes; percentagem de enraizamento,
ndmero de raizes e comprimento das raizes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O somaclone 44 teve mais formagdo de brotos, seguido
do somaclone 65. O restante dos somaclones ndo diferiram
guanto a esta variavel. O somaclone 80 produziu brotagdes
com maior comprimento porém teve menor numero de
brotagBes. O somaclone 42 teve as brotagbes com o menor
comprimento do que as demais (Figura 1). De forma geral, os
somaclones que apresentaram brotacbes com menor
comprimento formando “rosetas”, ndo desenvolvendo entre-
nds, ou entdo estes ndo cresceram.

OLIVEIRA (1997), trabalhando com o porta-enxerto
Marubakaido observou grande diferenca entre os diversos
somaclones oriundo de organogénese indireta em
multiplicacdo, os quais foram submetidos & presenca de
diferentes concentra¢des de aluminio.

Alguns autores tem mostrado que gendtipos de uma
mesma espécie respondem diferentemente a inducdo de
brotacdo in vitro (NEHRA et al., 1992; CHEVREAU et al.,
1989). A variabilidade genotipica na formacao de brotos em
macieira € evidente, ndo somente na freqiéncia de
regeneragdo mas, também na formacéo e desenvolvimento de
gemas adventicias (KORBAN e RIEMER, 1990).
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Figura 1 - Numero e comprimento de brotacbes de

somaclones de porta-enxerto de macieira
M.111. Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
RS, 1999. (Médias seguidas de mesma letra
mindscula, dentro de cada uma das variaveis
ndo diferem entre si pelo teste Duncan (0=0,05).

Na percentagem de enraizamento, a testemunha
apresentou maior valor do que os somaclones 42 e 66 (Figura
2).

92 Rev. Bras. de AGROCIENCIA, v.6 n°2, 91-94. mai-ago, 2000



DANTAS et al. Variabilidade Fenotipica de Somaclones do Porta Enxerto de Macieira M111, na Multiplicagdo e Enraizamento In Vitro

Numero de raizes
w
\

Comprimento das raizes (cm)

Somaclones de porta-enxerto M.111

ONamero de raizes O Comprimento das raizes (cm)

Figura 2 - Percentagem de enraizamento de somaclones
de porta-enxerto M.111. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, RS, 1999. (Médias
seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si
pelo teste Duncan , 0=0,05).

Em relacdo a percentagem e ao niumero de raizes, a
testemunha que teve mais altos valores nédo diferiu do
somaclone 44, entretanto foi superior aos demais somaclones.
De um modo geral, o comprimento médio das raizes de todos
os somaclones foram inferiores a testemunha (Figura 3 e 4).
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Figura 3 - Nimero e comprimento de raizes de somaclones de
porta-enxerto de macieira M.111. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, RS, 1999. (Médias eguidas de
mesma letra, dentro de cada uma das variaveis ndo
diferem entre si pelo teste Duncan, 0=0,05).

Figura 4 — Variabilidade fenotipica no enraizamento in
vitro do porta-enxerto M.111 e seus
somaclones. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas, RS, 1999.

LARKIN (1987) relatou uma grande variabilidade entre
plantas regeneradas de uma mesma espécie. Diferengas
dentro de mesma espécie, foram descritas entre variedades
de trigo de inverno e de primavera (GALIBA et al., 1985), em
centeio (LINACERO & VASQUEZ, 1986) e soja (FREYTAG et
al., 1989). Trabalhos sobre instabilidade cromossdmica em
calos derivados de diferentes tecidos da planta tem indicado
que a fonte de explante, assim como genoétipo sdo fatores
importantes, apresentando diferengas quanto a variacdo
somaclonal (MURASHIGE & NAKANO, 1967).

De acordo com BATHIA et al. (1985), a variacédo
somaclonal pode ter sua origem na auséncia de controle,
durante a fase de calo, ou quando esta submetido a uma
condicao de estresse; neste caso, representada pela presenca
de sais de aluminio livre no meio de cultura. Este estresse
possivelmente, pode estar induzindo uma taxa de mutacao
superior a taxa de reparo de DNA ou induzindo o
aparecimento de instabilidade latente, como a quebra de
cromossoma ou transposicdo de DNA. Mas neste, é
necessario estudos posteriores a nivel molecular, para que se
comprove este envolvimento.

CONCLUSOES

Os somaclones do porta-enxerto M.111, oriundo da
calogénese em tecido somatico, apresentam variabilidade
genética quanto a capacidade de brotacéo e enraizamento dos
somaclones, diferindo fenotipicamente da planta doadora.

Estes somaclones, apresentam diferencas em suas
caracteristicas morfolégicas, podendo ser utilizado em um
estudo posterior, podendo ser selecionados através de
andlise molecular, os somaclones que expressem resisténcia
ao aluminio.
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