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“Se nao houver frutos,

valeu a beleza das flores;

Se nao houver flores,

valeu a sombra das folhas;
Se nao houver folhas,

valeu a intencao da semente”.

Henfil

A meus pais,
Lourdes e Helio
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RESUMO

REGENERAGAO SOMATICA /N VITRO DE CULTIVARES DE ALFACE
(Lactuca sativa L.) E APLICAGAO NO MELHORAMENTO GENETICO

Foi definida metodologia adequada de regeneragao somatica in vitro para
diversos cultivares comerciais de alface (Lactuca sativa L.), a partir de hipocédtilos
e folhas cotiledonares (tipos proximal e distal), excisados de plantas oriundas de
sementes germinadas in vifro. Os melhores resultados obtidos através da
regeneracdo de plantas ocorreram com o emprego da dose de 0,1mg/l de 6-BA
(6-benzilaminopurina), tanto para hipocétilos como para folhas cotiledonares.

Dentre os explantes testados, o cotiledonar proximal sobressaiu-se, de
maneira clara, em relagéo aos demais.

O estadio de desenvolvimento da plantula, mais adequado para a excisao
de explantes cotiledonares, foi o de 3 dias apds o inicio da germinagéo das
sementes (emiss&o de radicula).

Nao ocorreram diferencas significativas entre progénies, originarias de
regeneracao in vitro, dentro de cada cultivar em estudo (“Grand Rapids”,
“Maravilha-das-quatro-estacdes” e “Salad Bowl’) quanto a diversos caracteres
quantitativos (didmetro, altura e peso de “cabeca”; comprimento e largura de folha
basal; nimero de folhas e comprimento de pendao floral). Entretanto, foram
observados varios casos de variabilidade, entre plantas de uma mesma progénie,
para alguns caracteres qualitativos ( presengafauséncia de antocianina, formato e
coloracao de folha; formagao de “cabeca” e outros).

A melhor combinacdo entre os fitorreguladores 6-BA e IAA quanto a

producdo de brotos/explante, foi a de 0,1 e 0,5 mg/I.



Estimativas de varios parametros genéticos (coeficiente de herdabilidade
no sentido amplo; coeficiente de determinacdo genotipico;, ganhos de selegao
absoluto e relativo) alcangcaram magnitudes variaveis, de acordo com o genétipo e
o carater considerado. Para os caracteres numero de folhas e comprimento do
pendao floral, os valores obtidos permitem prever o sucesso para o aumento e
reducéo significativos do primeiro e do segundo, respectivamente.

Concluiu-se que a exploragdo da variagao somaclonal pode ser de grande

valia em futuros programas de melhoramento genético de alface.



SUMMARY

IN VITRO SOMATIC REGENERATION IN LETTUCE (Lactuca sativa L.)
CULTIVARS AND APPLICATION IN PLANT IMPROVEMENT PROGRAMS

Proper in vitro somatic regeneration methodology has been defined for
several lettuce cultivars through hypocotil and cotyledon cultures, excised from in
vitro germinated seedlings.

For both the explants tested, the best results of plant regeneration have
been achieved with 0,1mg/l of 6-BA (6-benzilaminopurine), added to the culture
medium.

The proximal portion of the cotyledon-explant has outperformed the distal
portion of the same explant, and the hypocaotil explant, as to the percentages of
explants with somatic organogenesis and mean shoot number per explant.

The best plantlet development stage as to the excision of cotyledon-
explants was 3 days after the start of germination.

There have not been significant differences among progenies, derived from
in vitro somatic regeneration (within the same cultivar) as to several quantitative
traits (head diameter, height and weight; basal leaf length and width; number of
leaves and floral stem length). However, marked differences have been detected
among different individuals in some progenies as to qualitative traits
(presence/absence of antocianin in leaves; leaf shape and color; head formation
and so on).

The best combination between the two growth regulators tested (IAA and 6-

BA) has been 0,5 mg/l and 0,1 mg/l, as to the mean shoot production/explant.



Estimates of several genetic parameters (heritability, in the broad sense;
genotipic determination coefficient; absolute and relative genetic gains) have
shown high heterogeneity, according to the genotype and trait analyzed. The
results for number of leaves and floral stem length have allowed the prediction of
successful selection for both in future lettuce breeding.

Under the experimental conditions of this research, somaclonal variation
might be successfully used in the selection of new lettuce genetic materials with

desirable characters.



I. INTRODUGAO

A alface (Lactuca sativa L.) é, entre as hortalicas de folha, a mais popular,
sendo cultivada em quase todas as regides do mundo (ZATARIN, 1985). Nesta
espécie, sdo conhecidos seis tipos cultivados: manteiga (“butter-head”), folha
crespa (“leaf’), romana (“‘cos” ou “‘romaine”), latina (‘latin”), repolhuda ou
americana (“crisp-head”) e talo (“stem”) (NAGAI, 1993).

As folhas sdo amplamente utilizadas na alimentagdo humana, sendo
comuns os estudos sobre o seu comprimento e largura, formato e tamanho das
cabecgas, e a sua heranga, além de outros caracteres (resisténcia a doencas e
pragas, macho-esterilidade, etc.) (OLIVEIRA, 1984).

A preferéncia do mercado consumidor determina, em grande parte, a
escolha do cultivar a ser produzido. Nos Estados Unidos os cultivares mais
plantados sdo os que possuem folhas com nervuras salientes, bem visiveis. Isso
porque, naquele pais, a hortalica € consumida picada, tornando secundaria a
presenca de nervuras salientes nas folhas. No Brasil, entretanto, os
consumidores tem acentuada preferéncia pelo tipo “manteiga’, ideal para o
consumo como folhas intactas em saladas. Esse tipo apresenta folhas oleosas,
de bordas lisas e, principalmente, nervuras quase imperceptiveis (PINTO, 1977).

No Brasil, a alface é a sexta hortalica em importancia econdmica (valor de
producdo) e a oitava em termos de volume produzido (NAGAI et al., 1989). Mais
de noventa mil toneladas de alface foram comercializadas no sistema
CEASA/CEAGESP em 1987. Acredita-se que, desse total, 50 a 60% pertenciam

ao tipo “manteiga”; 30 a 40%, ao “folha-crespa” e o restante, aos tipos ‘romana” e



“repolhuda” ou “americana”. Em décadas antericres, a preferéncia pelo tipo
“manteiga” era ainda mais acentuada, chegando a 80% da producdo total
(NAGAI, 1993).

A alface é uma hortalica de relevante utilidade na alimentagdo humana,
sendo rica em vitaminas e sais minerais. E uma das melhores fontes de célcio e
de vitamina A, além de apresentar teores razoaveis de tiamina (vitamina B,),
riboflavina (vitamina B,), niacina (vitamina Bs) e acido ascérbico (vitamina C).

O valor nutricional da alface, medido pelo conteudo relativo de um grupo de
vitaminas e sais minerais, ocupa a 26 posicéo entre aqueles de outras hortaligas
(brocoli, espinafre, ervilha, couve-flor, repolho, etc.). Todavia, devido ao seu
elevado consumo, generalizado em todo o mundo, assume o quarto lugar quanto
a contribuicao a dieta alimentar humana (RICK, 1978).

Os programas de melhoramento genético da alface no Brasil, baseados na
exploracdo de variabilidade genética resultante de cruzamentos intraespecificos,
e mesmo interespecificos, visam principalmente a resisténcia a diversas doencas
limitantes & producéo (principalmente viroses), tolerancia ao calor (auséncia de
pendoamento precoce) e, mais recentemente, a presenca de textura firme de
folha, esta apropriada para a confecgdo de lanches. Outra fonte alternativa de
variabilidade genética € a variagdo denominada somaclonal, oriunda do processo
de regeneracdo somatica de plantas in vitro o que, apesar de polémica, tem se
mostrado util em algumas espécies vegetais.

Assim, o objetivo principal desta pesquisa foi o de avaliar, de maneira

racional, a viabilidade de utilizagdo da variagdo somaclonal, resultante do



emprego de culturas de tecidos in vifro, em programas de melhoramento genético
de alface, utilizando-se cultivares em distribuicdo comercial no Brasil. Para tanto,
foi necessaria a definicdo de metodologia basica de induc&o e proliferacéo de
calos in vitro, de diferenciacdo de plantas por organogénese somatica, de
enraizamento e aclimatacido das plantas obtidas e, finalmente, de avaliagdo de
progénies R, (originarias de autofecundagao de plantas regeneradas Ro), a nivel
de campo, quantc a diversos caracteres desejaveis. Simultaneamente, foram
estimados, para os caracteres estudados, os coeficientes de herdabilidade no
sentido amplo, coeficientes de determinag&o genotipico e os ganhos de selegdo

absoluto e relativo.



Il. REVISAO DE LITERATURA

1. Sistematica, Origem e Evolugao

A alface pertence a tribo Cichoreae, familia Compositae, com o género
Lactuca apresentandoc mais de 100 espécies. Neste género ocorrem espécies
com 8, 9 e 17 pares de cromossomos (BABCOCK et al., 1937).

Lactuca safiva L. forma um grupo com outras trés espécies (L. serriofa, L.
virosa e L. saligna), todas nativas da regido do Mar Mediterraneo, interférteis
entre si e apresentando nove pares de cromossomos. Esse grupo parece ter sido
isolado de outras espécies de nove cromossomos que existem no género Lactuca,
através de barreiras genéticas.

Estudos arqueocloégicos demonstraram que a alface foi cultivada, pela
primeira vez, pelos egip(_:ios cerca de 4500 A.C. (LINDQRIST, 1960) que, todavia,
estavam interessados apenas no 6leo comestivel extraido das sementes
(KEIMER, 1924). Em época mais recente, a alface espalhou-se rapidamente por
toda a regido do Mar Mediterraneo, existindo indicagdes de que era muito popular
nas civilizagbes grega e romana. Atingiu as Ameéricas com a descoberta do Novo
Mundo em 1492, tendo sido relatada como abundante no Haiti, em 1565, e
cultivada no Brasil, em 1647.

A origem da alface cultivada €, ainda, incerta. O complexo sativa-serriofa
parece ser extenso, polimorfico e capaz de troca livre de genes, com pouca ou
nenhuma reducao de fertilidade.

Lactuca satfiva pode ter sido derivada diretamente de L. serriola, porque

quase todos os segregantes encontrados em L. safiva, também estdo presentes



em L. sernola. Entretanto, outras hipdteses, também plausiveis, tem sido
levantadas (LINDQRIST, 1960):

a) Ambas as espécies podem ter se originado de populag8es hibridas que
divergiram em dois grupos, L. safiva. (cultivada pelo homem) e L. serriola
(adaptada a habitats de residuos deixados pelo homem),

b) Os ancestrais de L. safiva podem ter sido hibridos entre L. serrioila e uma
terceira espécie;

c) L. serriola pode ser um produto de hibridagao entre L. sativa e outra espécie.

A selecao inconsciente praticada na alface pelo homem primitivo foi dirigida
para plantas com inflorescéncias que retinham mais as sementes, auséncia de
florescimento precoce (“bolting”), menores conteudo de latex e tamanho de
semente, além de coracdo compacto e bem formado. Estes caracteres,
atualmente, separam as formas cultivadas das selvagens.

Os programas modernos de melhoramento continuam a enfatizar a
resisténcia ao florescimento precoce e crescente resisténcia a doencgas,
principalmente ao fungo “downy mildew” (Bremia lactucae) e as viroses “mosaico

da alface” (Potyvirus) e “vira-cabega” (Tospovirus), além de tolerancia ao calor.

2. Aspectos Botanicos
A alface &€ uma planta herbacea, muito delicada, com um caule diminuto,
ndo ramificado, ao qual se prendem as folhas. Estas s&o muito grandes, lisas ou

crespas, fechando-se ou ndo em forma de “cabega” Sua coloragéo varia do
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verde-amarelado até o verde-escuro, sendo que alguns cultivares apresentam as
margens arroxeadas, devido a presenca de antocianina.

As raizes sdo do tipo pivotante, podendo atingir até 60cm de profundidade
poréem apresentam ramificagdes delicadas, finas e curtas, explorando apenas os
primeiros 25cm de solo. Para efeitos praticos, a alface € considerada uma
espécie de raizes densas e superficiais.

Trata-se de planta anual, sendo a fase vegetativa de seu ciclo encerrada
quando ocorre 0 maximo desenvolvimento das suas folhas. A seguir, acontece a
emissdo de uma haste floral, que alcanca até 100cm de altura, terminando por
uma inflorescéncia ramificada, com numerosas flores hermafroditas (FILGUEIRA,

1982).

3. Biologia da rebrodugéo

A alface & considerada uma espécie de autofecundacao. O estilete cresce
bem rapido e ultrapassa as anteras. Assim, ao despontarem na parte externa, os
estigmas ja se encontram cheios de pélen. Este processo é chamado de
cleistogamia, porque a fecundagdo ocorre antes da extrusdo do estigma,
dificultando a ocorréncia de polinizagao cruzada.

A inflorescéncia da alface € uma panicula, constituida de numerosos
botbes florais ou capitulos. Cada capitulo contém de 10 a 25 flores (floretes), que
desenvolvem-se simultaneamente. O ovario de cada florete € unilocular,
produzindo apenas uma semente. Todos os floretes de um mesmo botéo floral

abrem-se no mesmo dia, geraimente pela manha (PINTO, 1977).
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4. Aspectos genéticos

A alface apresenta iniUmeras caracteristicas que a tomam apropriada para
estudos genéticos como, por exemplo, o ciclo precoce, autocompatibilidade, baixa
taxa de polinizagdo natural (5%) e nimero reduzido de cromossomos. Além
disso, € possivel a execugao de elevado numero de polinizagGes controladas na
mesma planta enquanto o canteiro de cruzamentos ocupa pequeno espaco.
Embora a alface apresente algumas desvantagens para os geneticistas, como a
pequena quantidade de sementes produzida em cada polinizagdo e o problema
de producdo de sementes hibridas sem a contaminacdo por sementes
autofecundadas, estas dificuldades podem ser superadas (ROBINSON et al.,
1982).

De acordo com MICHELMORE & EASH (1986) a alface cultivada (Lactuca
sativa) juntamente com as espécies L. serriofa, L. saligna e L. virosa, constituem
um grupo com numero basico comum de 2n=18 cromossomos, reprodutivamente
isolado das demais espécies. L. sativa e L. serriola cruzam-se faciimente,
originando hibridos com pouca ou nenhuma esterilidade; L. safiva pode ser
hibridizada com L. safigna, porém com maiores dificuldades; cruzamentos entre L.
sativa e L. virosa tém produzido, ocasionalmente, hibridos F; estéreis. Como a
alface cultivada tem base genética restrita, a compatibilidade em cruzamentos
com as espécies selvagens acima mencionadas abre a perspectiva de obtengéo
de grande numero de segregantes desejaveis, particularmente aqueles com
resisténcia as doengas. Por outro lado, polinizagdes controladas dentro da

espécie L. safiva podem ser realizadas por varios métodos (RYDER, 1985),
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embora alguns procedimentos resultem em, aproximadamente, 100% de
sementes hibridas, as sementes autofecundadas obtidas naturalmente nio podem
ser evitadas.

Nos dultimos anos, varios genes tém sido identificados em alface.
ROBINSON et al. (1982) relataram a existéncia de 59 genes para a espécie
Lactuca sativa. Seis deles condicionam a presenga de antocianina; 10, de
clorofila; 11, afetam a morfologia foliar, 4, a formacdo de “cabeca”, 7, a
morfologia floral e caracteres de sementes, 7, a macho-esterilidade; 1, a
sensibilidade a agentes quimicos e 13, a resisténcia as doengas. Também s&o
conhecidos muitos casos de alelos multiplos e genes ligados. Outros genes tém
sido identificados em pesquisas mais recentes, a saber. Ef (florescimento
precoce) (parciaimente dominante) RYDER (1985); Smy (dominante) e Sm2
(recessivo) (resisténcia a mancha de Stemphylium) (NETZER, 1985), 4 genes de
resisténcia a Microdochium panottoniana, agente causador da antracnose da
alface (OCHOA, 1987); genes Dm13, Dm14, Dm15 e Dm16, de resisténcia a
Bremia lactucae (FARRARA et al., 1987); genes Sg (folhas verdes lustrosas), Sa
(flores de coloragdo salmao) e Ag (folhas verdes “apple”) (RYDER, 1989); gene
Dm11, para resisténcia a Bremia /actucae (LEBEDA, 1989), genes de ananismo
dwf1, dwf2 e dwf3 (WAYCOTT & TAIZ, 1991); gene plr de resisténcia a
Plasmopora lactucae-radicis (VANDEMARK, 1992); gene de resisténcia ao virus
do mosaico da alface (PINK, 1992).

O advento das novas técnicas bioquimicas (eletroforese) e de biologia

molecular (RFLP - Restriction fragment length polymorphism; RAPD - Random
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amplified polymorphic DNA; PCR - Polymerase chain reaction ) tem proporcionado
grande progresso em estudos sobre a natureza do genoma em alface. LANDRY
et al. (1987) construiram um mapa genético de Lactuca sativa com 53 marcadores
genéticos (41 loci RFLP, 5 genes de resisténcia Bremia lactucae, 4 loci de
isoenzimas e 3 marcadores morfologicos). HULBERT et al. (1988) realizaram
analises genéticas do fungo Bremia factucae, usando RFLP, concluindo que a alta
frequiéncia do polimorfismo do DNA em isolados de ocorréncia natural e a propria
segregacdo mendeliana detectada dos loci indicam a possibilidade de construgao
de um mapa genético de Bremia lactucae usando RFLPs comc marcadores.
WAUGH & POWELL (1992) discutem o potencial do uso de RAPDs como
marcadores, exemplificando com o gene de resisténcia a Bremia lactucae (Dm)
em alface. PARAN et _g_l. (1991) identificaram marcadores de DNA, RFLPs e
RAPDs ligados a genes de resisténcia ao “downy mildew’ em alface, usando
linhagens quase isogénicas, concluindo que o rapido “screening” e identificagéo
de marcadores estreitamente ligados a genes-alvo demonstraram o potencial dos

marcadores RAPD para o preenchimento de mapas genéticos.

5. Histdrico, tendéncias do melhoramento genético da alface e

perspectivas.

Nos Estados Unidos, os cultivares de cabegca crespa tornaram-se
dominantes nas primeiras décadas do século XX, apds a execugé&o de programas
de melhoramento que enfatizaram o tamanho e o peso da “cabeg¢a’, além da

capacidade de suportar transporte a longa distancia. Posteriormente, em 1941,
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foram desenvolvidos os cultivares “Great Lakes”, que mostravam cor, tamanho e
peso de “cabecga” adequados, resisténcia ao florescimento precoce e as principais
doengas. Atualmente, a popularidade da alface de “cabeg¢a’ crespa tem
aumentado, consideravelmente, na Europa Ocidental e Japao.

Atualmente, o principal objetivo dos programas de melhoramento genético
de alface, nos paises de clima temperado, € a resisténcia crescente as desordens
de pos-colheita. Paralelamente, deve continuar a pesquisa por maiores niveis de
resisténcia & doencas e pragas (RYDER & WHITAKER, 1976). Os primeiros
cultivares com resisténcia ao mosaico, disponiveis no mercado, originaram-se de
cruzamentos interespecificos com L. serriola, fonte de resisténcia aguela doenga.

Nos paises de clima tropical e subtropical, como o Brasil, existe a
preferéncia acentuada do consumidor por cultivares do tipo “‘manteiga”, que
apresentam folhas lisas, macias, brilhantes e de coloracéo verde claro.

Tanto nos paises de clima temperado como nos tropicais, a base genética
dos cultivares modernos de alface €, ainda, bem restrita. Nos primeiros, a maioria
dos cultivares de cabeca crespa foram derivados de selegdes e cruzamentos de
linhagens do cultivar “Great Lakes” (BARROS, 1988), enquanto que nos
segundos, os cultivares disponiveis de alface “manteiga’ foram resultantes de
cruzamentos envolvendo o cultivar “White Boston” (ZATARIN, 1985). Assim, em
ambos os casos, cruzamentos interespecificos sdo altamente desejaveis, visando
ampliar a variabilidade genética disponivel na espécie e permitir, posteriormente,
a selecdo eficiente de novos cultivares com caracteristicas desejaveis,

principalmente, a resisténcia a doengas.
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No Brasil, os principais objetivos dos programas de melhoramento genético
da alface tém sido, até o momento, a selecao de novos cultivares com resisténcia
ao espigamento precoce (“bolting”) e tolerancia ao calor, além de resisténcia as
principais doengas, como 0 mosaico e o “vira-cabeca”. O florescimento precoce
provoca a ocorréncia de gosto amargo nas foihas, depreciando o valor comercial
do produto. Altas temperaturas, além de estarem associadas ao florescimento
precoce, ocorrem em meses de precipitagdes pluviométricas intensas, que
causam o rasgamento das folhas tenras dos cultivares do tipo “manteiga”, com
diminui¢ao significativa da producéo.

No inicio da década de setenta o Instituto Agrondmico de Campinas,
langou, comercialmente, o cultivar “Brasil 48", com resisténcia ao pendoamento
precoce e aoc mosaico, resultante do cruzamento entre “Gallega de Inverno” e
“White Boston”. Os cﬁltivares “White Boston” e “Sem Rival’ serviram como
progenitores recorrentes durante o0s retrocruzamentos (NAGAI, 1979).
Posteriormente, foram liberados os cultivares Brasil-202, 203, 221 e “Aurea’,
todos resistentes ao pendoamento e ao mosaico (LMV). O cultivar “Floresta”,
comercializado pela ASGROW, é originario da série Brasil-300 (do tipo
“‘manteiga”, com boa formacdo de cabeg¢a), também resistente ao virus do
mosaico da alface.

Dentro da mesma linha de pesquisa, o Instituto de Genética da ESALQ-
USP desenvolveu o cultivar “Vivi” e posteriormente a série “Regina’. Em trabalho
conjunto com a AGROCERES, a ESALQ desenvolveu os cultivares “Piracicaba

65”e “Regina 717, resistentes ao pendoamento precoce e, em colaboragdo com a
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AGROFLORA, o cultivar “Regina 440”, com resisténcia ao pendoamento e ao
mosaico. A série "Regina” originou-se do cruzamento da geracdo F7 (White
Boston x Monstruese Ronde d’'Eté) com o cultivar “Brasil 48", fonte de resisténcia
ao virus do mosaico da alface.

Dentro do grupo crespa sem “‘cabeg¢a’, a AGROFLORA selecionou o
cuitivar “Vanessa’, com baixa resisténcia ao pendoamento preéoce mas resistente
ao mosaico e a AGROCERES desenvolveu, em 1990, o cultivar “Divina”, com
resisténcia ao pendoamento, coloragao verde-escura e peso médio de 500-600g.

A partir de 1986, a AGROFLORA vem desenvolvendo alfaces do tipo
“americana’ (‘AGROFLORA’, “INAJA”, e “TAINA”). Em 1989, liberou o cultivar de
alface lisa “Gléria” (F7 - “Aurea’ x germoplasma que originou “Regina 440") e a
cultivar de alface crespa “Verénica” (F7 - “Slow Boiting” x “Grand Rapids”).

Atualmente, as téndéncias dos programas de melhoramento s&o a de
resisténcia crescente as doengas limitantes a produgéo (mosaico e “vira-cabecga’),
tolerancia ao calor e aos danos fisicos causados por chuvas intensas, além de
resisténcia estavel ao florescimento precoce. Além disso, as alfaces do grupo
“manteiga”, sdo bem menos resistentes ao transporte e tem “vida de prateleira”
mais curta do que as do grupo “crespo”. Assim, novos programas devem ser
realizados visando estes parametros de qualidade de produto, mantendo-se,
entretanto, a maciez das folhas.

Por outro lado, foi detectada apenas uma Uunica fonte de genes de
resisténcia ao “vira-cabecga” (introdugado Pl 342517) que, embora susceptivel ao

virus do mosaico comum da alface, pode ser utilizada com vantagens em
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programas de melhoramento genético, por apresentar bons caracteres de
qualidade de produto (NAGAI, 1989). Outra alternativa para a solugdo do
problema € a exploragdo da variagao somaclonal, originaria de cultura de tecidos,

tentando-se a obtencao de novos materiais genéticos tolerantes ao patégeno.

6. Variagao somacilonal

LARKIN & SCOWCROFT (1981) denominaram de variagcdo somaclonal a
variacido genética detectada entre plantas regeneradas a partir de cultura de
tecidos somaticos in vitro.

Segundo SKIRVIN et al. (1993) a variacdo somaclonal envolve todas as
formas de variagdo encontradas em cultura de tecidos. Tem se mostrado um
problema sério na micropropagagéo in vitro quando se deseja elevada
uniformidade do produto final. Por outro lado, a variagcdo resultante da cultura de
tecidos representa um reservatério de variabilidade, ao qual pode ser imposta
pressado de selegao para isolarem-se formas raras de um clone. As origens da
variagdo somaclonal, j& exaustivamente estudadas, ainda permanecem
contraditérias. Alguns segregantes originarios de variagdo somaclonal tém se
mostrado transitérios (epigenéticos), enquanto outros tém se mantido estaveis em
repetidas geragbes de propagacdo assexual. Alguns destes, apos processo
seletivo, tem sido lancados comercialmente, como novos cultivares (alho, batata,
banana, cana-de-agucar, etc.)

A guantidade de variabilidade resultante da cultura de tecidos depende do

clone e da sua idade, do uso de agentes mutagénicos e da intensidade de
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selecdo, aplicada a células individuais (presenca de salinidade elevada, presenga
de herbicidas, microrganismos ou seus produtos e metabdlitos especificos).
Segundo PHILLIPS (1990), a cultura de tecidos é claramente um processo
mutagénico. Provavelmente, todas as formas de eventos mutacionais que
ocorrem na natureza também acontecem em células de tecidos cultivados.
Entretanto, certos eventos (mutagdes de um unico gene; ativagéo de transposons;
alteragbes numéricas e estruturais dos cromossomos) parecem ocorrer em
freqiiéncias excessivamente altas em culturas de tecidos vegetais. Variagbes de
frequéncia das mesmas tem sido observadas parecendo depender da espécie,
gendtipo, fonte de explante e meio de cultura utilizados. O autor defende a
hipétese de que os varios eventos mutacionais estdo direta ou indiretamente
relacionados a modificagcbes do DNA (hipo/hipermetilagdo). Isso porque a
metilacdo do DNA pareée ter um efeito importante na regulacdo da expresséao
génica em organismos superiores, consistindo na ligacdo do grupo metil com a
base nitrogenada citosina, formando 5-metilcitosina. O seu efeito é devido a
interferéncia que o grupo metil pode ocasionar na interagdo DNA x proteina.
Supostamente, existem fatores especificos para a transcricdo protéica que
reconhecem sequéncias metiladas e nao metiladas e que interagem com a RNA
polimerase (HOLIDAY, 1987). A metilagdo inibe a interagdo DNA x proteina, e
consequentemente, impede a transcricdo do gene. Uma vez metilada, uma
sequéncia nucleotidica pode ser mantida no estado inativo durante todo o
desenvolvimento do organismoc ou até mesmo por varias geragbes posteriores

(BRANQUINHO, 1993).
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6.1 Fatores que afetam a ocorréncia e a freqiiéncia da variagao

somaclonal em plantas

EVANS & SHARP (1986), SILVAROLLA (1987) e PESCHKE & PHILLIPS
(1992) fizeram revistes detalhadas sobre os fatores que determinam a ocorréncia
e a freqiiéncia da variagcao somaclonal em espécies vegetais, a saber. condigbes
bidticas (genodtipo; tipo, posicdo, tamanho e idade do explante; estadio fenoldgico
e fisiolégico da planta doadora) e condigdes abidticas (meio de cultura, duragéo
da cultura, fotoperiodo e temperatura). Segundo PESCHKE & PHILLIPS (1992),
a influéncia do gendétipo na frequéncia da variagdo somacional & devida a dois
fatores: variagao pre-existente e diferencas varietais. A variagdo pre-existente
implica a ocorréncia de polissomatismo, que € a coexisténcia de células dipléides
e poliploides no mesmo tecido; essa condigdo pode ser encontrada em cerca de
90% das espécies vegetais (D’AMATO, 1952; 1985). Por outro lado,
SILVAROLLA (1987) sugere que, em cana-de-agucar, diferentes gendtipos
apresentam diferentes frequéncias de variagdo somaclonal. Da mesma forma,
PUNIA et al. (1993), trabalhando com explantes cotiledonares de diferentes
genotipos de Brassica juncea, B. carinata e B. napus, observaram variagoes nas
frequéncias de regeneracdo de plantas. Os mais favoraveis a regeneracao foram
os genétipos das espécies B. carinata e B. napus. O tipo de explante constitui-se
um fator muito importante para a regeneragao de plantas in vitro e consequente
ocorréncia de variacao somaclonal. De acordo com PESCHKE & PHILLIPS

(1992), explantes originarios de fontes diferentes apresentam diferentes
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resultados quanto a regeneracgdo de plantas e posterior constatacao de variagcéo
somaclonal entre elas. Duas generalizagbes podem ser feitas:

a) meristemas cultivados sem um estadio prévio de desdiferenciagdo
produziram pouca ou nenhuma variagdo somaclonal entre as plantas resultantes
quando comparados com aqueles onde o estadio de desdiferenciagio foi induzido
(KARP & BRIGHT, 1985; D’AMATO, 1985; POTTER & JONES, 1991).

b) diferencas de variagdo genética entre plantas regeneradas in vitro,
originarias de diferentes fontes de explante, podem ser atribuidas a variabilidade
preexistente nos explantes. O caso mais conhecido dessa ocorréncia € o
polissomatismo.

O efeito de posicdo do explante foi relatado por KATHAL et al. (1994) em
trabalho de regeneracdo de plantas a partir de calos derivados de explantes de
raiz de diferentes idades (5, 7, 14, 21, 25 e 28 dias) e de diferentes regides da
raiz principal (basal, sub-basal, sub-apical e apical) de Cucumis melo L. cv.
Puramarbati. Concluiram que o segmento de raiz basal apresentou a maxima
formagdo de nédulos (91,3%) e a frequéncia de regeneragdo diminuiu do
segmento basal para o apical. Além do efeito de posicao, os autores observaram
também que plantulas com 21 dias responderam melhor ao crescimento de calos
{(100%) e formacdo de nodulos (83%).

O estadio fisiolégico (idade) do explante também é um fator que deve ser
levado em consideracdo. COMPTON & GRAY, 1994, pesquisaram a ocorréncia
de organogénese de brotos adventicios e regeneracdo de plantas em quatro

linhagens de Cifruilus lunatus, em explantes oriundos de cotilédones, sementes
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maduras e plantulas de 2, 4, 6, 8 e 10 dias de idade. Concluiram que o numero
de brotos produzidos por explantes depende do estadio fisiolégico. Explantes de
plantulas com 2 e 4 dias de idade produziram as maiores quantidades de brotos
enquanto que os derivados de plantulas com mais de 4 dias de idade e de
sementes tiveram as menores proliferacées de brotos.

As condi¢des de cultura, juntamente com fatores externos (fotoperiodo e
temperatura), também s&o muito importantes para a ocorréncia e frequéncia da
variagao somaclonal. Atuam nos mecanismos de regulacdo génica, ativandec e/ou
desativando complexos génicos, e até mesmo, produzindo alteragcées nos
genomas.

Os reguladores de crescimento exdgenos sdo os agentes responsaveis
pela iniciagdo efou inducdo de calos, brotos, raizes e pelo desenvolvimento dos
mesmos. Dentre eles, -as auxinas e citocininas exercem importante papel na
morfogénese em culturas de tecidos vegetais. Determinadas concentragdes de
auxinas e citocininas promovem a regeneracao de plantas completas, outras
somente de brotos, ainda outras somente de raizes, além de ocorrerem casos em
que so é observada a indugao de calos, ndo havendo diferenciacdo. BRAGA &
DIETRICH (1985) afirmam que os hormdnios podem agir sobre os tecidos
vegetais provocando alteracdes fisicas em estruturas celulares ou interferindo em
processos metabdlicos especificos como, por exemplo, alterando a sintese e a

atividade de enzimas.
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Existem inlimeros relatos de variagbes observadas em culturas de longa
duragdo, com uma correlagdo positiva entre a freqiéncia das variagbes
observadas e o tempo de duragéo da cultura.

HANG & BREGITZER (1993) relataram variagbes em embries imaturos,
derivados de calos de seis cultivares de Hordeum vulgare e concluiram que a
regeneracao de plantas diminui e o nimero de aberragdes citogenéticas aumenta
com a duracdo da cultura. JOACHIMIAK et al. (1993) realizaram estudos
cromossOmicos em culturas de longa duragéo de 3 espécies de Alium: A. porrum
(2n=32), A. tuberosum (2n=32) e A. fistulosum (2n=16), concluindo que a espécie
A. fistulosum pode ser um excelente sistema-modelo para analisar aspectos
citogenéticos e moleculares de alteragdes gendmicas induzidas em calos e,
portanto, variagdo somaclonal. Deve ser mencionado ainda que, embora as
culturas de células possam conter muitas células anormais, a regeneracdo age
como um crivo, reduzindo a frequéncia de plantas anormais (SILVAROLLA,
1987).

Dois processos diferentes de regeneragdo podem ocorrer apés a fase de
desdiferenciacdo: organogénese somatica (formacéc de raizes ou brotos a partir
de regides meristematicas) ou embriogénese somatica (formacdo de embriGes
somaticos, que “germinam”) (SPRINGER, et al., 1979). Estudos histologicos e
analises genéticas nos variantes produzidos tem demonstrado que a
organogénese €, geralmente, de origem multicelular. Em contraste, na
embriogénese somatica, o embridide é, frequentemente, derivado de uma unica

célula, embora algumas evidéncias de origem multicelular estejam disponiveis
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(PESCHKE & PHILLIPS, 1992). Em adigdo, alguns autores tem relatado que
plantas regeneradas a partir de embridides somaticos devem conter menos
mutagdes que aquelas regeneradas via organogénese somatica, presumivelmente
devido as necessidades genéticas mais rigorosas impostas pela formacdo de

embrides (SWEDUM & VASIL, 1985).

6.2. Variagao somaclonal em espécies vegetais

A ocorréncia de variacdo somaclonal em espécies vegetais vem sendo
muito estudada nos ultimos anos. Em seguida, é apresentada uma pequena
amostra de resultados obtidos por diferentes autores em diferentes espécies
vegetais:

SITA (1991) realizou estudos com cultura de tecidos de Sanfalum albium
visando a selecdo de genétipos superiores, livres de doencas. As plantas
resultantes cresceram 3 metros em 2 anos, em comparagdo com 20-30
centimetros esperados em plantas normais. Assim o autor sugere que é possivel
antecipar o periodo de colheita de 50 para 20 anos.

CHENG et al. (1992) regeneraram plantas a partir de cultura de embrides
imaturos de 35 gendtipos de trigo de inverno. Dos 134 variantes selecionados,
cerca de 70% foram classificados como herdaveis. A segregacdo observada
tornou evidente a presenca de mutagdes génicas recessivas e dominantes, em 2
ou 3 loci.

Em centeio, LINACERO & VAZQUEZ (1992), realizaram analises genéticas

de variantes somaclonais, deficientes em clorofila, a partir de calos de embrides
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imaturos de quatro cultivares enquanto AMBERGER et al. (1992) obtiveram
fendtipos de soja, ndo relatados anteriormente, com potencial para perhitir melhor
compreenséo do genoma da espécie. Na mesma linha de pesquisa, RAO et al.
(1992) estudaram o emprego da variagdo somaclonal como fonte de novos
genotipos de Stylosanthes guianensis adaptados a solos acidos, concluindo que o
processo pode ter sucesso no futuro. Entretanto, resultados contrarios foram
relatados por DAVIES & COHEN (1992), estudando a variabilidade fenotipica
entre somaclones de Paspalum dilatatum, concluindo que pouca ou nenhuma da
variacdo observada seria de utilidade em um programa de melhoramento
genético.

Alguns trabalhos a respeito do assunto concluiram favoravelmente sobre a
exploracdo de variagdo somaclonal em programa de melhoramento genético.
JAIN (1993) observou diferencas significativas na morfologia e tamanho das
flores, altura de planta e numero de flores por planta entre somaclones de
Begonia x Elatior, regenerados a partir de calos de discos de folhas. No mesmo
trabalho é relatada a ocorréncia de variagdo somaclonal em Sainfpaulia ionantha
quanto ao numero de flores por planta, tamanho da flor e nimero de pétalas por
flor. WATTANASIRI et al. (1993) estudaram a regeneracio de plantas e variagio
somaclonal resultante em Bromus inermis, concluindo que a variabilidade
observada nos somaclones obtidos pode permitir a sele¢ido daqueles com
caracteres agronOmicos desejaveis. Outros estudos relatam o emprego de
marcadores moleculares RAPD para avaliar a estabilidade genética de

somaclones (ISABEL et al., 1993), analises moleculares, através de RFLP, de
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culturas embriogénicas de cana-de-agucar (CHOWDHURY & VASIL, 1993) e
analises estruturais de DNA de plantas regeneradas de beterraba (DIKALOVA et
al., 1993). KAEPPLER & PHILLIPS (1993) estudaram a variacdo da metilagéo do
DNA induzida por cultura de tecidos, e os resultados evidenciaram que a
ocorréncia da dimetilacdo em uma alta frequéncia, poderia ser uma causa
importante da variagdo induzida por cultura de tecidos.

Assim, a exploragdo da variagdo somaclonal com fins de melhoramento

genético depende, em grande parte, da espécie vegetal estudada.

6.3. Variacdo somaclonal em alface

SIBI (1976) obteve variantes somaclonais, através de cultura de tecidos in
vitro, do cultivar de alface “Val d'Orge”’. As plantas P, apresentaram formatos
diferentes, quando comparadas com as do cultivar original, com o mesmo numero
de cromossomos, sendo denominadas de fenovariantes. As familias Py,
originarias de autofecundacdo das plantas Py, cultivadas em condi¢gdes normais,
mostraram individuos segregantes com variagbes no peso, comprimento e
espessura das folhas; na quantidade de gemas axilares desenvolvidas e no
formato e coloracdo de folhas. Geragdes avancgadas (familias P2, P; € Pa),
também originarias de autofecundag¢ao, mostraram estabilidade para alguns dos
caracteres estudados e variabilidade, para outros.

A mesma autora (SIBI, 1984) comparou progénies de plantas de alface
regeneradas in vitro e progénies originarias de autofecundac&o das plantas

regeneradas. Observou, nas primeiras, a ocorréncia de rearranjos
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cromossOmicos e, nas ultimas, a presenca de interagdes entre fatores genéticos e
epigenéticos. Em condigbes particulares, as interagdes citadas mantiveram-se
estaveis em geracdes posteriores.

Variabilidade significativa entre protoclones de alface (regeneracao a partir
de protoplastos) quanto a tolerancia a estresses fisiolégicos foi relatada por
SECOR (1983) enquanto ENGLER & GROGAN, 1984, observaram a ocorréncia
de mutagdes nucelares recessivas em plantas individuais, também regeneradas a
partir de protoplastos.

A ocorréncia de variacdo somaclonal marcante em plantas de alface,
regeneradas a partir de calos originarios de explantes citoledonares, foi verificada
por BROWN et al. (1986). No estadio de “seediing” foram detectadas varias
mutacgdes (vigor reduzido, albinismo, baixos teores de clorofila, etc.), a maior
parte delas sendo recessivas; em plantas imaturas, observaram-se variagées no
formato de folha e no vigor. Uma das linhagens estudadas apresentou aumento
no conteudo de clorofila, florescimento precoce e reduzida suscetibilidade ao
virus do mosaico e a Bremia lacfucae (agente causal do mildio da alface). Cabe
salientar que todas as linhagens avaliadas eram dipldides.

Trabalhando com numero elevado de cultivares de alface, com os quatro
tipos morfolégicos principais representados, ZHANG & CONNER (1992) relataram
marcantes diferencas genotipicas quanto as respostas de cotilédones, em
desenvolvimento, acs meios de cultura de inducéo de calos e de regeneracao de

plantas.
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Conforme observado acima, a ocorréncia de variacdo somaclonal € muito
comum em alface embora o seu emprego como fonte de variabilidade para
programas de melhoramento genético, visando a selecic de novos cultivares com

caracteres agronémicos e de qualidade de produto desejaveis, ainda esteja em

fase incipiente.
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Il. MATERIAL E METODOS

1. Material genético

Neste trabalho de pesquisa foram utilizados 10 cultivares de alface,
pertencentes aos seguintes grupos agrondémicos:

a) Grupo “lisa ou manteiga”, com formacéo de “cabeca™ “White Boston”,
“Brasil-48", “Brasil-303" e “Maravilha-das-quatro-estacdes”:

b) Grupo “lisa ou manteiga’, com “cabeg¢a” pouco compacta ou sem
formacao de “cabec¢a” : “Baba’;

¢) Grupo ‘repolhuda crespa “. com formacao de “cabeca’ . “Great Lakes” e
“‘Regina’ ;

d) Grupo “solta crespa’, sem formagao de “cabeca” “Grand Rapids” e
“Salad Bowl”;

e) Grupo “romana’: “Romana Ballon”.

2. Metodologia
2.1. Fase de Laboratorio
Os explantes utilizados nos experimentos, relatados a seguir, foram folhas
cotiledonares (Figura 1-C) e hipocétilos, excisados de plantas originarias de
sementes germinadas in vitro (Figura 1-A e B).
2.1.1. Desinfestagdo prévia de sementes
Sementes dos cultivares “Brasil-303", “White-Boston” e “Great Lakes”

foram avaliadas, em experimento fatorial com delineamento experimental



FIGURA 1

A - Sementes de alface previamente desinfestadas, colocadas em placa de Petri
contendo agar-agua, visando a germinagao das mesmas,

B - Plantulas de alface recém-germinadas, em placa de Petri, cujos hipocédtilos
el/ou cotiledones foram excisados para a obtencao dos explantes;

C - Explantes cotiledonares proximais (2 linhas a esquerda) e distais (2 linhas a
direita), colocados em placa de Petri contendo meio de cultura, visando a
organogénese somatica,

D - Explantes cotiledonares proximais (2 linhas inferiores) e distais (2 linhas
superiores), apresentando organogénese somatica;

E - Plantas de alface individualizadas, colocadas em meio de cultura, visando o
seu desenvolvimento e enraizamento;

F - Aclimatagao de plantas de alface regeneradas in vitro, em vasos com substrato
organico-mineral;

G - Plantas de alface regeneradas in vitro, em bandeja de isopor com substrato
organico-mineral;

H - Producgédo de mudas de progénies de plantas de alface regeneradas in vitro;

| - Vista geral de ensaio de campo do cultivar “Salad Bow!”.
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inteiramente casualizado com 4 repeti¢des, quanto a desinfestagdo por fungos e
bactérias, produzida pelos seguintes tratamentos:

a) imersao em alcool 96%, por 1 minuto, seguida de imersao em hipoclorito
de sédio a 2,5% (QBoa), por 15 minutos;

b) imersdo em alcool 96%, por 1 minuto, seguida de imersao em hipoclorito
de sédio a 2,5%, por 30 minutos;

¢) imersao em alcool 96%, por 1 minuto, seguida de imersao em hipoclorito
de sédio a 1,25%, por 30 minutos;

Apos a desinfestagdo, as sementes foram lavadas 3 vezes em agua
deionizada estéril e colocadas em frascos contendo agar-agua. A transferéncia
das sementes para os frascos foi feita sob condigcbes assépticas (camara de fluxo
laminar). A parcela experimental foi constituida de 5 frascos, cada um com seis
sementes. EmM seguidé, os frascos foram mantidos em sala de cultura a
temperatura de 25+/-3°C, intensidade luminosa de 3000 lux e fotoperiodo de 14
horas de luz, sendo a avaliacdo da contaminagéo efetuada uma semana depois.

2.1.2. Testes de germinagado das sementes desinfestadas
2.1.2.1. Germinagdo in vitro

Testes de germinagdo preliminares mostraram irregularidade de
germinacdo das sementes, devida & dorméncia efou diferencas de vigor. Assim,
antes das sementes serem germinadas in vitro, elas sofreram estratificagdo para
quebra de dorméncia (5 a 7°C, por 72 horas), apds colocacdo das mesmas em

placas de Petri, contendo agar-agua.
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A taxa de germinacao de sementes in vitro foi determinada para 5 cultivares
(“White Boston”, “Romana Ballon”, “Brasil-303”, “Grand Rapids” e “Great Lakes”),
em experimento fatorial com delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 10 repeticdes, empregando-se os seguintes meios de cultura
sdlidos:

a) Agar-agua;

b) Metade das concentragbes de vitaminas e sais minerais do meio de
cultura de MURASHIGE & SKOOG (MS) (1962),

¢) Meio de cultura de HOAGLAND (1950),

A parcela experimental foi constituida de um frasco, com 35 ml do meio de
cultura, com 4 sementes. Estas sofreram desinfestagdo prévia em aicool 96°
(1minuto) seguida de imersdo em hipoclorito de sédio 2,5% (15 minutos) e
colocagéo nos frascos, éob camara de fluxo laminar. Os frascos foram, entdo,
colocados em sala de cultura a 25+/-3°C, em fotoperiodo de 14 horas de luz e
avaliagcdo feita 7 dias apés o inicio do teste.

2.1.2.2. Germinag¢ao convencional

Os mesmos cultivares de alface testados quanto a germinagé&o in vitro
foram avaliados em teste padrdo de germinacao, seguindo normas internacionais
(BRASIL, 1992). As sementes dos mesmos foram colocadas em caixas de
plastico tipo GERBOX, contendo papel de filtro embebido em agua destilada.
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com 4
repeticoes, sendo a parcela experimental constituida por uma caixa GERBOX com

100 sementes. O critério utilizado para avaliagdo da germinagédo das sementes
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foi o inicio de protusdo da radicula. O experimento foi conduzido em laboratério a
temperatura de +/-20°C, sob fotoperiodo de 8 horas de luz e a avaliagdo final

efetuada aos 7 dias apds o inicio do mesmo.

2.1.3. Indugao de organogénese somatica
2.1.3.1. Utilizagado de hipocétilos como fontes de explantes
a) Indugao de calos:

Hipocdtilos dos cultivares “Great Lakes”, “Romana Ballon” e “Maravilha-
das-quatro-estacdes” foram colocados em frascos contendo os seguintes meios
de cultura: H; = MS completo + 0,1 mg/l 2,4D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) +
0,1 mg/| de cinetina e H, = MS completo + 0,1 mg/l de 2,4D + 0,5 mg/l de cinetina
(SASAKI, 1982), ambos acrescidos de 30g/l de sacarose e 6g/l de agar.
Previamente, os explantes foram desinfestados por imersdo em alcool (1 minuto),
seguida de imersdo em hipoclorito de sédio 2,5% (15 minutos) e sucessivas
lavagens com agua destilada estéril. Os frascos foram, entdo, colocados em sala
escura, por um periodo de 7 dias.

b) Regeneragdo de plantulas
b,) Efeito da cinetina

Dois meios de cultura foram testados nesta fase, a saber. H; = MS
completo + 0,1 mg/l de cinetina e Hs = MS completo + 0,5 mg/l de cinetina
(SASAKI, 1982), ambos acrescidos de 30g/l de sacarose e 6g/l de &gar. Foi feita
a transferéncia asséptica dos hipocotilos para frascos contendo os meios de

cultura citados e, a seguir, os mesmos foram colocados em sala de cultura a
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temperatura de 25+/-3°C, sob intensidade luminosa de 3000 lux e fotoperiodo de
14 horas de luz. Aos 30 dias, os explantes foram avaliados quanto &
presencal/auséncia de calos (escala de notas de 1 a 4, onde: 1 = auséncia de
calo; 2 = calo pequeno, na periferia do explante; 3 = calo bem desenvolvido, com
explante ainda visivel, 4 = calo bem desenvolvido, cobrindo totalmente o
explante), ocorréncia ou ndoc de morfogenénese, numero e estadio de
desenvolvimento dos brotos.

O mesmo tipo de delineamento experimental (inteiramente casualizado,
com 20 repeticoes), em fatorial, foi empregado em ambas as fases, sendo a
parcela experimental constituida de um frasco, contendo um Gnico explante.

b.) Efeito de 6-BA (6 benzilaminopurina):

O meio de cultura basico empregado foi 0 MS completo, acrescido de 5,0
mg/l de IAA (acido indolacéticc) (DOERSCHUG & MILLER, 1967). Foram
testadas 5 doses de 6BA (0,1; 0,3; 0,5; 0,7 e 1,0 mg/l) (WEBB et al., 1984) em
hipocdtilos dos cultivares “Maravilha-das-quatro-estagbes” e “Salad Bowl”, em
experimento fatorial em delineamento experimental em blocos ao acaso com 3
repetigcbes, com parcela experimental constituida por uma placa de Petri contendo
10 explantes. Adicionalmente, determinou-se a concentracdo o6tima do
fitoregulador através de regresséo polinomial dos dados obtidos.

A quebra de dorméncia das sementes, a desinfestacdo das mesmas, os
processos de inducdo e regeneracdo de calos, avaliacdo dos calos e brotos
obtidos e as condicdes ambientes foram semelhantes as utilizadas para a

cinetina, anteriormente relatadas.
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2.1.3.2. Utilizagao de folhas cotiledonares como fontes de explantes

Nesse caso, os meios de cultura empregados, abaixo detalhados, foram os
mesmos para as fases de inducdo de calos e regeneragdo de plantas.
Consistiram do meio de MS completo, acrescido de 30g/l de sacarose e 6g/l de
agar, com as seguintes doses de fitoreguladores:

a) Meio de cultura 1: 5,0mg/l de IAA + 0,5 mg/l de cinetina (DOERSCHUG
& MILLER, 1967);

b) Meio de cultura 2: 50mg/l de IAA + 0,5 mg/l de 6-BA + 40mg/l de
adenina (WEBB et al., 1984, modificado),

c) Meio de cultura 3. 50mg/l de IAA + 0,5mg/l de 6-BA (WEBB et al.,
1984).

Cinco cultivares (‘fGrand Rapids”, “White Boston”, “Brasil-48”, “Brasil-221 e
“Brasil-304") foram avaliados quanto & inducéo de calos e regeneragado de plantas
nos 3 meios de cultura citados, em experimento fatorial em delineamento
experimental em blocos ao acaso com 4 repeticées. As sementes dos mesmos
sofreram o mesmo tratamento de quebra de dorméncia e desinfestag&o
empregado para o caso dos hipocdtilos, sendo a seguir colocadas em placas de
Petri contendo agar-agua. Quatro dias apos o inicio da germinagéo (WEBB et al.,
1984) as folhas cotiledonares foram cortadas transversalmente, com a obtencao
de dois tipos de explante: proximal (proximo ao peciolo) e distal. A parcela
experimental foi constituida por uma placa de Petri, onde foram inoculados 10
explantes de cada tipo. Aos 14 dias de cultura, os explantes sofreram a primeira

repicagem para os mesmos meios de cultura e, aos 30 dias, foram avaliados
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quanto a presenca e desenvolvimento dos calos (escala de notas de 1 a 6, sendo:
1 = auséncia de calos; 2= calo pequeno na periferia do explante; 3 = calo mais
desenvolvido, com explante mais visivel, 4 = calo bem desenvolvido, envolvendo
todo o explante; 5 = calo pouco visivel, quase totalmente envolvido por
organogénese; 6 = calo totalmente envolvido por organogénese) e ocorréncia ou
nao de morfogénese.

Duas semanas apés a avaliacdo, os explantes foram novamente repicados
para os mesmos meios de cultura visando o desenvolvimento e individualizacao
dos brotos. O enraizamento dos mesmos foi conseguido com a transferéncia para
meio de cultura contendo MS completo + 30g/l de sacarose + 3g/l de agar
(BROWN et al., 1986).

Com a observacdo de diferentes respostas aos dois tipos de explantes
originarios de folhas cofiledonares (proximal e distal) em diversos cultivares de
alface, tentou-se identificar a concentrag@o 6tima do fitorregulador 6-BA, através
de regressac polinomial, a partir de resultados obtidos em experimento em blocos
ao acaso, com 4 repeticoes, em 2 tipos de explantes cotiledonares (proximal e
distal) excisados, assepticamente, do cultivar “Maravilha-das-quatro-estacées” e
cultivados em 5 meios de cultura, a saber:

d) Meio de cultura 4: MS completo + 30g/l de sacarose + 6g/l de agar +

5,0mqa/l de 1AA = Meio basico + 0,1mg/| de 6-BA;

e) Meio de cultura 5: Meio basico + 0,3mg/l de 6-BA;
f) Meio de cultura 6: Meio basico + 0,5mg/l de 6-BA;

g) Meio de cultura 7: Meio basico + 0,7mg/l de 6-BA,;
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h) Meio de cultura 8: Meio basico + 1,0mg/l de 6-BA.

Neste experimento foram avaliados os caracteres porcentagem de
explantes com organogénese e numero de brotos/explante, aos 30 dias.

Em experimentos idénticos ao anterior, foram posteriormente avaliados os
cultivares “Grand Rapids”, “Salad Bow!” e “Brasil-303".

Outros cultivares (“Regina”, “Gléria”, “Great Lakes”, “Babd”, “Brasil-48” e
“White Boston”), foram também avaliados em trés meios de cultura (Meio basico
anterior - MB + zero de 6-BA; MB + 0,1mg/l de 6-BA e MB + 0,3mg/l de 6-BA) para
se confirmar a superioridade da concentracdo de 0,1mg/l de 6-BA, quanto a
organogénese somatica, além de se testar o efeito de auséncia do fitorregulador
(meio controle).

Para se conhecer os efeitos das interagbes entre 5 estadios de
desenvolvimento do exblante (3, 4, 5, 6 e 7 dias ap6s a germinagdo das
sementes) e 2 tipos de explante (proximal e distal) na organogénese somatica, o
cultivar “Brasil-303", por ser comercialmente importante foi avaliado em
experimento em biocos ao acaso, com 5 repetigdes, sendo a parcela experimental
constituida de uma placa de Petri contendo 5 explantes de cada tipo. O meio de
cultura utilizado foi o de MS completo + 30g/| de sacarose + 6g/l de agar + 5,0mg/l
" de IAA + 0,1 mg/l de 6-BA.

Finalmente, o cultivar “Brasil-303” foi avaliado, quanto ao numero de brotos
produzidos/explante, em fatorial com delineamento experimental de blocos ao
acaso, com 3 repeticdes, para testar os efeitos das combinacgdes possiveis entre 3

concentracdes de 1AA (2,5; 5,0, 7,5mg/l) e 6 concentractes de 6-BA (zero; 0,025;



37

0,05; 0,1; 0,3; 0,5mg/l). A parcela experimental foi constituida de 10 explantes
proximais e 10 distais, colocados em uma unica placa de Petri. O meio basico foi
o MS completo acrescido de 30g/l de sacarose e 6g/l de agar, e avaliagao foi
realizada aos 21 dias.

As analises estatisticas dos resultados obtidos para todos os experimentos
da fase de laboratério, foram realizados em microcomputador, com o emprego

do programa SANEST. Os resultados de porcentagem foram previamente
transformados em arc sen | x% e os de contagens, em ./ x+0,5.

2.2. Fase de casa-de-vegetacdo

Os cultivares “Maravilha-das-quatro-estacées” (grupo “lisa ou manteiga”),
“‘Grand Rapids” (grupo “crespa’) e “Salad Bowl” (grupo “folha”) foram os
escolhidos, por sua importancia comercial, para terem seus individuos, obtidos in
vitro, através de organogénese somatica, aclimatados em casa-de-vegetacao,
para posterior colheita de sementes e testes de suas progénies (Figura 1-E e F).

Para a otimizagdo das condigbes de aclimatagdo, trés substratos foram
testados, a saber:

a) Vermiculita autoclavada a 120°C e uma atmosfera de pressdo por 20
minutos, a qual adicionou-se agua deionizada estéril, em copos plasticos;

b) Vermiculita autoclavada a 120°C e uma atmosfera de pressdo por 20
minutos, a qual adicionou-se solugdo de Hoagland, em copos plasticos;

¢) Solo comum acrescido de matéria organica (esterco de curral curtido),

em vasos.



Inicialmente, os frascos de vidro, contendo as plantas regeneradas in vitro,
tiveram as tampas plasticas perfuradas no dia anterior ao da transferéncia para os
recipientes acima citados, em casa-de-vegetacdo. Em seguida, as plantas foram
cuidadosamente colocadas nos trés substratos, com prévia instalacdo de uma
estrutura de plastico sob a qual foram postos os copos plasticos e vasos. Agua
deionizada estéril foi, com frequéncia, borrifada no interior da estrutura para
manter elevada a umidade relativa do ar (cdmara umida) e evitar a morte
prematura das plantas por ressecamento.

Apds a aclimatagdo das plantas R,, estas foram mantidas de maneira
tradicional, com regas diarias, aplicagdo de adubos minerais e de defensivos,
guando necessaria, até a fase de florescimento e maturagéo de sementes (Figura
1-G). Estas foram colhidas, no momento adequado, apds a prévia colocagéo de
sacos de papel nas inflofescéncias de plantas individuais.

Para a obtencéo das progénies Ry, as sementes colhidas foram semeadas
em bandejas de isopor modelo Plantagil, com 128 células cada uma, contendo
substrato organico mineral constituido de solo, areia e esterco de curral curtido,
na proporgao de 3:1:1 (Figura 1-H). O solo foi previamente analisado em
laboratério e acrescido de corretivo (Minercal) e adubo mineral (superfosfato
simples), de acordo com as recomendagdes da analise.

Trés semanas apos a germinacdo, os individuos das progénies

foram retirados das bandejas e cuidadosamente transplantados no campo.
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2.3. Fase de Campo

Utilizou-se o delineamento experimental de blocos completos aumentados
(MALUF et al., 1983) em virtude da impossibilidade de avaliagdo, com repetigoes,
do numero relativamente grande de progénies R; obtidas (52, no total). O
delineamento citado permite o teste de cada uma das progénies, sem repeticio,
em comparagdo com controles intercalares. Estes, no caso, foram os cultivares
originais.

Instalaram-se 3 experimentos de campo, um para cada cultivar em estudo
(“Maravilha-das-quatro-estacbes”; “Grand Rapids® e “Salad Bowf’). Cada
experimento consistiu de 3 blocos, onde foram distribuidas, ao acaso, as
progénies R, dos cultivares, juntas com o cultivar original (controle intercalar) em
cada bloco (Figura 1-1).

A parcela experimental foi constituida de 40 individuos de cada progénie R,
(4 linhas de 10 plantas), sendo utilizados os espagamentos de 25cm entre linhas
e de 25cm entre plantas (dentro da linha).

No estadio vegetativo, todos os individuos das progénies R, foram
avaliados quanto a diversos caracteres quantitativos (altura e didmetro de
“cabeca’; numero, comprimento e largura de folha) e qualitativos (coloragao, tipo
de borda e presenga/auséncia de nervuras nas folhas; aspecto de “cabec¢a’).

Por ocasido da colheita, foi medido o comprimento do pedunculo floral e

pesada a “cabec¢a” colhida.
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As andlises estatisticas dos resultados obtidos foram realizadas em
microcomputador, com o empregoc do programa MAPGEN (delineamento de
blocos completos aumentados - experimentos de campo).

Foram estimados, para os caracteres quantitativos estudados nos 3
cultivares, os seguintes parametros genético-estatisticos: coeficiente de
herdabilidade (Hz), no sentido amplo; coeficiente de determinacéo genotipico (b) e
os ganhos de selegdo absoluto (G;) e relativo (G:%).

O modelo genético-estatistico utilizado foi um modelo misto, onde os
efeitos de controles intercalares foram considerados fixos e os das progénies R,
(tratamentos) como aleatorios, como se segue:

Yij= p+ ai + Bj + eij, onde

1=1,2, ............. | tratamentos (controles intercalares e progénies);

=12, J blocos;

u = média geral (fixa);

a1, a2 = efeitos fixos dos controles intercalares;

-@simo

tratamento (progénies R;), no j

-ésimo

ai, i = 1,2 efeito aleatorio do i

bloco;

ésimo

Bj = efeito aleat6rio do j bloco;

eij = efeito experimental (aleatorio).

Apés isolamento e calculo da variancia genética (s’c) e da variancia
ambiental (s%), a partir das esperangas matematicas das somas de quadrados do

modelo empregado, foi calculado o coeficiente de herdabilidade (Hz), no sentido
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amplo, para cada carater quantitativo em estudo, segundo a férmula

seguinte:

2 2
H = O ¢
2 2
o 6t G

A seguir, estimou-se o coeficiente de determinagéo genotipico (b), usando-

se a seguinte formula:

b =CVg, onde:
CVe

CVe =, 6% x 100 e CVe = |/ ot x 100

Apés o isolamento e célculo do desvio-padréo fenotipico (sg), estimou-se o
ganho de selecgédo (G;) péla formula:

Gs = H2.K. sF, onde H? = coeficiente de herdabilidade, no sentido amplo; K
= fator que depende da intensidade de selecdo; sF = desvio-padrao fenotipico.

Finalmente, foi calculado o ganho de selecao relativo (Gs%), com o
emprego da seguinte expressao:

Gs% = Gs x100, onde:
Gs = ganho de sele¢ao; g

x = média geral do carater.

UNICcCAmYP
PR IOTECA CEMTWAL
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Ill. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Fase de Laboratoério

1.1. Desinfestacao prévia das sementes

Nio foram observadas diferengas significativas, entre os cultivares de
alface testados (“Brasil-303”, “White Boston” e “Great Lakes”), quanto aos 3
tratamentos de desinfestacido de sementes testados. Todos eles promoveram
otima eliminagdo de fungos e bactérias, confirmada apos a avaliagido das
sementes, previamente colocadas em placas de Petri contendo agar-agua, uma
semana apds a desinfestagdo (Figura 1-A). Por praticidade (menor tempo
exigido), optou-se pelo emprego, nos experimentos posteriores, da desinfestacéo
das sementes por imersdo em alcool 96%, por 1 minuto, seguida de imersao em
hipoclorito de sédio a 2,5%, por 15 minutos.

1.2. Testes de germinagdo das sementes desinfestadas

1.2.1. Germinagao in vitro

Os resultados obtidos para 5 cultivares, em 3 meios de cultura diferentes,
sdo apresentados no Quadro 1. Os meios de cultura agar-agua e solugéo de
Hoagland apresentaram resultados médios de germinagdo de sementes
estatisticamente semelhantes (75% e 71,5%, respectivamnete), superiores ao
observado para o meio % MS. Essa diferenca parece ter sido devida ao possivel
efeito inibidor do meio de cultura ¥4 MS, para os cultivares “Great Lakes” e “White
Boston”. Por outro lado, para o cultivar “White Boston”, as baixas porcentagens
de germinagdo observadas, nos 3 meios de cultura, parecem indicar a ocorréncia

de dorméncia acentuada das sementes.
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QUADRO 1. Porcentagens de germinacao in vitro de sementes de 5 cultivares

de alface obtidas, em 3 diferentes meios de cultura.

Meios de Cultura

Cultivares agar-agua Solugao de Y2 de sais e vitaminas

Hoagland de MS
“White Boston” 25,0% 35,0% 15,0%
“Romana Ballon” 90,0% 80,0% 80,0%
“Brasil-303” 95,0% 97,5% 80,0%
“Grand Rapids” 70,0% 62,5% 50,0%
“Great Lakes” 95,0% 82,5% 47 ,5%
Médias . 750%a®  71,5%a 54,5% b
CV% ® =192

Observagéo: @ Médias, seguidas de letras minusculas diferentes, na mesma
linha, diferem estatisticamente a 5% de probabilidade segundo o teste de Duncan.
® = coeficiente de variagdo em porcentagem.
1.2.2. Germinagao convencional
Em virtude da provavel ocorréncia de dorméncia em sementes de
determinados cultivares de alface, promoveu-se a estratificacao para quebra de
dorméncia (5 a 7°C, por 72 horas), antes do processo de germinagdo. As taxas

de germinagao dos mesmos 5 cultivares, obtidas pelo teste convencional (Quadro

2) foram elevadas, sendo descartada a possibilidade da irregularidade da
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germinagao in vitro anterior ser devida ao baixo vigor das sementes testadas

(Figura 1-B).

QUADRO 2. Porcentagens de germinacdo, em teste convencional, observadas

em sementes de 5 cultivares de alface.

Porcentagem de germinacao

Cultivares n® de sementes
testadas Emisséo de Total de
radicula radicula e sementes
parte aérea germinadas

White Boston” 400 23,50 66,25 89,75
“Romana Ballon” 400 29,00 62,25 91,25
“Brasil-303” 400 2,00 95,00 97,00
“Grand Rapids” 400 24 50 68,00 92,50
“Great Lakes” 400 27,50 63,25 90,75

A partir desses resultados, em todos os experimentos posteriores, as
sementes foram previamente estratificadas e, na germinacao in vitro das mesmas,
utilizou-se 0 meio de cultura de agar-agua.

1.3. Indugdo de organogénese somatica

1.3.1. Utilizagédo de hipocétilos como fontes de explantes

a) indugéao de calos e regeneragao de plantas (efeito de cinetina)
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A eficiéncia dos 2 meios de cultura empregados, quanto a indugdo de calos
em explantes dos 3 cultivares testados, foi praticamente semelhante (amplitude
de variacdo de tamanho de calo induzido de 2,75 a 3,23 - meio H, e de 3,01 a
3,32 - meio H; (Quadro 3), como comprovado por anélise estatistica. Assim, as
concentragdes de cinetina utilizadas (0,1 e 0,5 mg/l) ndo foram suficientes para
promover diferengas no tamanho dos calos induzidos.

Embora o delineamento experimental (inteiramente casualizado) e a
metodologia empregada (20 repeticbes, porém com 1 explante/frasco) néo
tenham permitido a andlise estatistica dos resultados para os caracteres calos
com morfogénese, calos com regeneragdo de plantas e numerc de plantas
regeneradas/explante, observou-se que o cultivar “Great Lakes” apresentou os
melhores resultados de morfogénese e de parte aérea nos calos obtidos (de 70 a
90%). Entretanto, a morfogénese de parte aérea + raizes foi muito reduzida em
todos os cultivares, variando de zero a 15%, sendo o meio H; (contendo 0,5 mg/l
de cinetina) o mais adequado, em todos 0s casos.

Quanto a porcentagem de calos com regeneragdo de plantas, os
resultados, aparentemente, concordam com os relatados por SASAKI (1882),
para os cultivares “Great Lakes” e “Romana Ballon”, onde a associacdo H2/H4
mostrou-se superior enquanto no cultivar “Maravilha das-quatro-estagdes” a
associacao H1/H3 revelou o melhor desempenho.

Quanto ao numero de plantas regeneradas por explante, os resuitados
obtidos foram inconclusivos. Apenas pode-se observar maiores valores, em
média, para a caracteristica nos cultivares “Great Lakes” e “Romana Ballon” do

gqgue o0s obtidos para o cultivar “Maravilha-das-quatro-estacbes”.
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QUADRO 3. Inducao de calos, morfogénese e regeneragao de plantas, a partir
de hipocotilos de 3 cultivares de alface com a utilizacdo de 2 meios de cultura

para a inducdo de calos (Hy e H,) e 2, para a regeneragéo de plantas (H; e Hy).

Calos com morfogénese Calos n® de
Cultivar Meios (°) Tamanho (') Meios de(®) de comrege- plantas
Inducéo médio de Regeneragdo parte parte neracdo de regen./
de calos calos de plantas aérea aérea + raizes plantas  explante
H1 3,15 H3 90% 10% 30% 11,5
H4 70% 0% 40% 9,6
“Great “
Lakes”
H2 3,32 H3 90% 10% 30% 56
H4 80% 5% 55% 12,8
H1 2,75 H3 55% 5% 20% 11,2
H4 45% 0% 30% 8,3
“Romana
Bailon -
H2 3,01 H3 70% 15% 25% 11,6
H4 30% 0% 45% 6,5
“Maravilha- H1 3,23 H3 45% 5% 50% 6,3
“Maravilha-das H4 60% 0% 20% 6,5
quatro-estacoes
H2 3,03 H3 70% 10% 35% 8,7
H4 50% 0% 15% 7,0

Observacdes: () H1 = MS completo + 0,1 mg/l 2,4D + 0,1 mg/l cinetina; H2 = MS completo + 0,1
mg/l 2,4D + 0,5 mg/l cinetina; (b) H3 = MS completo + 0,1 mg/l cinetina; H4 = MS completo + 0,5
mg/l cinetina; (') Tamanho de calos (escala de notas de 1 a 4, onde 1 = auséncia de calo; 2 = calo
pequeno, na periferia do explante; 3 = calo bem desenvolvido, com explante ainda visivel; 4 = calo

bem desenvolvido, cobrindo totalmente o explante).
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b) indugao de calos e regeneragao de plantas (efeito de 6-BA)

As curvas de regressdo quadratica ajustadas aos dados obtidos para os
caracteres porcentagens de explantes com organogénese e numero de
brotos/explante (Figuras 2 e 3, respectivamente), em relagéo a 6 concentragcbes
de 6-BA, mostraram claramente, em ambos os casos, a superioridade da
concentracéo de 0,1mg/l do fitorregulador em relacdo as demais. As magnitudes
dos coeficientes de determinacgéo estimados (R*=0,99 e R? = 0,81 - carater % de
explantes com organogénese, para os cultivares “Maravilha-das-quatro-estagoes”
e “Salad Bowl” , respectivamente; R? = 0,95, para ambos os cultivares, para o
carater numero de brotos/explante) atestam a confiabilidade dos resultados
obtidos. Entretanto, WEBB et al., 1984, em experimento semelhante utilizando o
cultivar “Grand Rapids”, concluiram que a concentragéo de 0,5 mg/l de 6-BA foi a
mais adequada para a regeneracao de plantas.

1.3.2. Utilizacdo de folhas cotiledonares como fonte de explantes

Os explantes cotiledonares proximais promoveram, em média, maior
desenvolvimento de calo do que os distais nos meios de cultura 1 e 2, ndo
ocorrendo diferengas para o carater no meio de cultura 3 (Quadro 4).
Comparando-se explantes proximais nos 3 meios de cultura, ndo ocorreu
diferenca significativa para a caracteristica, ao contrario do observado para os
distais, guando o meio de cultura 3 foi superior aos demais. Considerando-se os
explantes proximais e distais como um unico, os meios de cultura ndo provocaram

diferenc¢as no carater.
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FIGURA 2: CURVA DOSE-RESPOSTA DE 6-BA PARA O CARATER ORGANOGENESE SOMATICA ,

OBS. M4E = Cv "MARAVILHA -DAS- QUATRO-ESTACOES "; SB = Cv "SALAD BOWL *; ORIG. = VALORES
ORIGINAIS

A PARTIR DEEXPLANTES DE HIPOCOTILO, EM DOIS CULTIVARES DE ALFACE
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NUMERO DE BROTOS/EXPLANTE
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OBS. M4E = Cv "MARAVILHA DAS QUATRO ESTACOES " SB = Cv " SALAD
BOWL "; ORIG. = VALORES ORIGINAIS

FIGURA 3. CURVAS DOSE-RESPOSTA DE 6-BA PARA O CARATER NUMERO DE BROTOS/EXPLANTE
DE HIPOCOTILO , EM DOIS CULTIVARES DE ALFACE
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Para os explantes proximais, os melhores resuitados foram obtidos para os
cultivares “White Boston”, “Brasil-48” e “Brasil-304” enquanto que para os
distais, apenas o cultivar “Brasil-221” apresentou desempenho inferior aos demais
para o desenvolvimento de calo.

Generalizando, oS explantes cotiledonares proximais foram
estatisticamente superiores aos congéneres distais quanto ao carater estudado.

DOERSCHUG & MILLER (1967) e WEBB et al., (1984) também utilizaram
explantes cotiledonares, mas ndo os dividiram em proximais e distais, tendo
sucesso na regeneragao in vifro de alface.

Quanto a caracteristica porcentagem de explante com morfogénese, os
resultados obtidos, no mesmo experimento, sdo apresentados no quadro 5. Para
esse carater, os explantes cotiledonares proximais produziram, em média,
maiores valores para a éaracteristica do que os distais, nos meios de cultura 1 e
3, ndo ocorrendo diferencas entre os mesmos no meio de cultura 2.

Tanto entre explantes proximais como entre os distais, nos 3 meios de
cultura, ndo ocorreram diferengas significativas quanto a porcentagem de
explantes com morfogénese. Entretanto, considerando-se os dois tipos de
explantes como um unico, o0 meio de cultura 1 revelou superioridade (76,3%) em
relacdo aos outros (61,8% e 62,8%). Embora o meio de cultura 3 ndo tenha se
sobressaido nesse caso observou-se visualmente a ocorréncia de maior numero
de brotos/explante, concordando com os resuitados obtidos por WEBB et al.,
(1984). Estes autores relataram a superioridade do fitorregulador 6-BA em

relacdo & cinetina quanto a regeneracéo de plantas in vitro de alface. Assim, a
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partir dessas observagdes, os experimentos seguintes enfatizaram o emprego de
6-BA.

Além disso, o cultivar “Brasil-221” revelou desempenho inferior aos demais
quanto ao carater (explantes proximais) enquanto os cultivares “Grand Rapids” e
“White Boston” foram os melhores quanto aos explantes distais.

Novamente, em média, verificou-se 0 melhor desempenho dos explantes
proximais (77,6%) em relagdo aos distais (56,1%), na expressao do carater.

Os resultados obtidos quando do empregc de 5 concentragdes de 6-BA,
adicionadas a meio de cultura basico, quanto a porcentagem de explantes com
organogénese e numero médio de brotos/explante, para os cultivares “Grand
Rapids“, “Salad Bowl®, “Brasil-303" e “Maravilha-das-quatro-estagées” sé&o
apresentados nos quadros 6 e 7, respectivamente.

Em todos os meids de cultura, os explantes cotiledonares proximais foram
superiores aos distais quanto ao carater porcentagem de explantes com
organogénese (Quadro 6), o mesmo ocorrendo para a caracteristica numero
médio de brotos/explante (Quadro 7). Na comparagdo dos resultados de
explantes proximais, entre os meios de cultura estudados, as concentracées de 6-
BA de 0,1 e 0,3 mg/l conduziram aos maiores valores para o carater porcentagem
de explantes com organogénese enquanto que, para os distais, é evidente a
superioridade de concentracdo de 0,1 mg/l de 6-BA (Quadro 6), © mesmo

ocorrendo para numero médio de brotos/explante proximais e distais (Quadro 7).
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Desconsiderando-se o efeito de posicdo (proximal/distal), a concentracéo
de 0,1mg/l de 6-BA foi, novamente, superior as demais quanto a inducao de
maiores valores para os caracteres estudados.

Por outro lado, o cultivar “Grand Rapids” reveiou porcentagem de
explantes com organogénese e nimero médio de brotos/explante estatisticamente
superiores aqueles observados para os demais cultivares (explantes proximais) e,
juntamente com o cultivar “Salad Bowl”, manteve o bom desempenho quando
empregaram-se explantes distais (Quadros 6 e 7).

De modo semelhante ac observado no experimento anterior, os explantes
cotiledonares proximais apresentaram resuitados médios de porcentagens de
explantes com organogénese (81,3%) e numero médio de brotos/explante (7,0)
muito superiores aos obtidos com os explantes distais para os mesmos caracteres
(48,1% e 2,9, respectivahente).

Esse fato pode ser devido aos teores enddgenos de auxinas e citocininas
dos explantes cotiledonares. EDLUND et al (1995) estudaram a distribuicéo da
auxina IAA (acido indol acético) em folhas jovens, em desenvolvimento, de
Nicotiana tabacum L. e verificaram um aumento dos niveis de IAA, no sentido do
apice para a base das folhas. Um padrdo de distribuicdo semelhante foi
encontrado para as citocininas em folhas em desenvolvimento de Capsicum
annum L. (ULVSKOV et al., 1992).

As curvas de regressdo quadratica, ajustadas aos dados de porcentagem
de explantes com organogénese e nimero médido de brotos/explantes (Figuras 4

e 5, respectivamente), em relagdo a 5 concentragbes de 6-BA, novamente
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FIGURA 4. CURVAS DE DOSES- RESPOSTA DE 6-BA PARA O CARATER % DE EXPLANTES

COTILEDONARES PROXIMAIS COM ORGANOGENESE SOMATICA , EM QUATRO
CULTIVARES DE ALFACE
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confirmaram a superioridade da concentracdo de 0,1 mg/l do fitorregulador, em
relagdo aos demais para todos os cultivares. Elevados coeficientes de
determinagao foram estimados (Rz = 0,91; 0,97; 0,99 e 0,98 - porcentagens de
explantes com organogénese; R’ = 0,98 098 096 e 0,99 - nimero de
brotos/explante) para os cultivares “Maravilha-das-quatro-estagbes’, “Salad
Bowl”, “Grand Rapids” e “Brasil-303”, respectivamente.

A andlise conjunta dos experimentos conduzidos com os cultivares
“Regina”’, “Gléria”, “Great Lakes”, “Baba”, “Brasil-48" e “White Boston”, mostrou
que, para o carater porcentagem de explantes com organogénese, ndo houve
diferenca entre os explantes proximais e distais quanto a expresséo do carater.
Entretanto, o efeito de posi¢do do explante originou diferengas médias, para a
caracteristica, entre explantes proximais, nos 3 meios de cultura testados, o
mesmo ocorrendo quahto aos distais, e quando considerou-se o explante
cotiledonar como uUnico. Por outro lado, os cultivares ndo mostraram diferencas
significativas para a caracteristica, quando do emprego de explantes proximais.
Todavia, quando utilizaram-se explantes distais, os cultivares “Brasil-48” e “Baba”
revelaram os piores desempenhos (Quadro 8).

Quanto ao carater numero meédio de brotos/explante, os explantes
proximais foram superiores aos distais nas duas concentracées de 6-BA (0,1 e 0,3
mg/l). Diferengas significativas entre explantes proximais e entre distais foram
detectadas em diferentes meios de cultura assim como quando considerou-se o
explante cotiledonar como unico. Nesse caso, a concentracdo de 0,1mg/l foi,

novamente, a mais eficiente. Os cultivares “Regina’ e “Great Lakes” foram
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superiores aos demais quanto ao carater (explante proximal) e os mesmos
cultivares, junto com o “Gléria” e “White Boston”, para o explante distal.

Novamente, os explantes cotiledonares proximais promoveram maiores
numeros de brotos/explante (10,6) do que os distais (4,4), confirmando os
resultados de experimentos anteriores (Quadro 9).

Na auséncia de 6-BA, nos dois casos, ndo ocorreu organcgénese para
nenhum dos cultivares em estudo, confirmando a importancia desse fitorregulador
No processo.

No quadro 10, sao apresentados os resultados de regeneracéo de plantas
do cultivar “Brasil-303”, induzida a partir de explantes cotiledonares proximais e
distais, extraidos em cinco diferentes estadios de desenvolvimento (3, 4, 5,6 e 7
dias apds a germinagéo), cultivados em meio de cultura MS completo + 5,0 mg/l

de |IAA + 30g/| sacarose + 6g/l agar + 0,1 mg/l de 6-BA .
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QUADRO 10. Regeneracdo de plantas (expressa em numero médio de
brotos/explante) no cultivar “Brasil-303”, empregando-se 2 tipos de explantes
(proximal e distal), em 5 estadios de desenvolvimento (3, 4, 5, 6, 7 dias apds a

germinacdo), em meio de cultura acrescido de 0,1 mg/l de 6-BA.

Tipo de (%) Estadios de desenvolvimento
explante (dias apos a germinagao) Média
3 4 5 6 7

n® médio de brotos/explante

P 33,7a® 258a 169a 103a 7,52 18,82

D 11,9b 6,5b 64b 38b 22b 6,2b

cV (") =11,6%
Observacédo: (°) Tipos de explante: P = proximal; D = distal, (®) CV = coeficiente
de variagéo (em %), ( © ) médias na mesma coluna, seguida de letras diferentes,

séo estatisticamente diferentes entre si, de acordo com o teste de Duncan a 5%
de probabilidade.

Novamente, neste caso, os explantes proximais foram sempre superiores
aos distais quanto a regeneracdo somatica observada, em todos os estadios de
desenvolvimento testados. E também evidente o decréscimo de nimero médio
de brotos/explante a medida que aumenta o numero de dias da germinacdo em
gue os explantes foram excisados. Esses resultados diferem dos obtidos por

WEBB et al (1984) que, estudando os efeitos de interaces entre reguladores de
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crescimento e estadio de desenvolvimento fisiolégico de explantes cotiledonares
do cultivar de alface “Grand Rapids”, concluiram que a produgdo de
brotos/explante foi menor no estadio de desenvolvimento de 3 dias do que no de
4 dias ap6s a germinagdo. Porém, os autores também obtiveram diminuicdo da
producdo de brotos/explante, com o aumento da idade do explante, a partir do
estadio de 5 dias ap6s a germinacgao.

Curvas de regressdo quadratica, ajustadas aos dados obtidos para
explantes cotiledonares proximais e distais, quanto aos seus efeitos no carater
numero de brotos/explante, em 5 estadios de desenvolvimento da planta doadora
sdo apresentados na Figura 6. Elevados coeficientes de determinagéo (R* = 0,99
- explante proximal e R> = 0,94 - explante distal) atestam a confiabilidade dos
resultados. O melhor estadio de desenvolvimento da fonte de explante foi o de 3
dias apés a germinagao (protuséo da radicula).

As combinagdes possiveis entre 6 concentragbes de 6-BA e 3
concentragcbes de IAA  foram avaliadas, quanto a produgdo média de
brotos/explante cotiledonar, no cultivar “Brasil-303”.

Os resultados obtidos, apresentados no quadrc 11, mostraram que,
também nesse caso, os explantes proximais foram em média, sempre superiores
aos distais, nas 3 concentragdes de IAA estudadas (2,5; 5,0 e 7,5 mg/l). Para os
explantes proximais, a concentragac de 5,0 mg/l foi a mais eficiente enquanto que
para os distais ndo ocorreram diferencgas significativas, para o carater, entre as
concentracbes estudadas. Considerando-se o explante como unico, também a

concentracao de 5,0 mg/l de IAA foi superior as demais.
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FIGURA 6. REGRESSOES QUADRATICAS ENTRE NUMERO DE BROTOS/EXPLANTE
COTILEDONAR(PROXIMAL E DISTAL) E DIVERSOS ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO
(DIAS APOS A GERMINAGAO), NO CULTIVAR "BRASIL 303 "
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Para se determinar a combinacdo IAA x 6-BA mais apropriada para a
produgdo de maior nimero de brotos/explante, curvas de regressdo quadratica
foram realizadas (Figura 7). Nota-se, claramente, que a combinagéo 0,5 mg/l de
IAA e 0,1 mg/l é superior as demais combinagdes estudadas. A veracidade dessa
afirmativa é comprovada pelos altos coeficientes de determinagao calculados (R?
= 0,92; 0,92 e 0,90 para as concentracbes de 2,5, 5,0 e 7,5 mg/l de IAA,

respectivamente).

2. Fase de casa-de-vegetacao

O substrato solo comum acrescido de matéria orgénica (esterco de curral
curtido), em vasos, propiciou a melhor aclimatacdo das plantas em casa-de-
vegetacado, que os demais substratos testados.

Plantas R,, dos cﬁltivares “Maravilha-das-quatro-estagdes”, “Salad-Bowl” e
"Grand Rapids”, foram aclimatadas e suas sementes colhidas (progénies R,).

Obtiveram-se 18 progénies R, do cultivar “Maravilha-das-quatro-estacdes”;
21progénies R, do cultivar “Grand Rapids” e 13 progénies R,, do cultivar “Salad-
Bowtl”.

Mesmo em condigbes de cultivo in vitro, observou-se a ocorréncia de
antocianina nas folhas, em individuos de plantas regeneradas do cultivar “Grand
Rapids” (Figura 8-J). Por outro lado, em condigdes de campo, alguns individuos
R; (cultivar “Salad Bowl’) mostraram elevado vigor de parte aérea (Figura 8-K);

outros do cultivar “Grand Rapids”, apresentaram folhas mais recortadas do que o



NUMERO DE BROTOS/EXPLANTE

0 o005 01 015 02 025 03 035 04 045 05
6-BA (mg/l)

—IAA-25mg/i (Y1) | IAA-25mg/l (ORIG.) —IAA-5,0mg/ (Y2)
»IAA-50mg/l (ORIG) —IAA-7.5mgA (Y3)  AIAA-7,5mg/l (ORIG.

Y1 = 0,79 + 0,96X - 0,15X2 (R2=0,92)
Y2 = 0,69 + 1,49X - 0,25X2 (R2=0,82)
Y3 = 0,67 + 0,89X - 0,13X2 (R2=0,90)

FIGURA 7: CURVAS DOSE-RESPOSTA DE 6-BA PARA O CARATER NUMERO DE
BROTOS/EXPLANTE, EM DIFERENTES NIVEIS DE IAA (Cv BRASIL 303 ; EXPLANTE
COTILEDONAR PROXIMAL)
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FIGURA 8

J - Presenca de antocianina observada em plantas regeneradas in vitro do cuitivar
“Grand Rapids”, de folhas originaimente verdes;

K - Planta de progénie regenerada in vitro do cultivar “Salad Bowl”, que alem. de
desenvolvimento precoce, mostrou individuos de elevado vigor;

L - Folhas de plantas do cultivar “Grand Rapids”, sendo: a) cultivar original e b)
progénie de planta regenerada in vitro {(folhas com bordas bem recortadas):

M - Plantas diferentes da mesma progénie. oriunda de planta regenerada in vitro
do cultivar “Grand Rapids”, observando-se diferente formacao de “cabeca”

(*miolo™);

N - Individuos pertencentes a mesma progénie, oriunda de regeneracdo in vitro,
de planta do cultivar “Grand Rapids”. observa-se a diferenga em vigor e
coloragao das folhas (comparar a e b); idem para o cultivar “Maravilha-das-quatro-
estacdes” (comparar ¢ e d).



70

cultivar original (Figura 8-L). Neste ultimo cultivar, algumas progénies R;
revelaram individuos com diferentes tipos de “cabega” (Figura 8-M).

Finalmente, o cultivar “Grand Rapids” apresentou planta variegada com
menor desenvolvimento e vigor, em uma de suas progénies e O cultivar
“Maravilha-das-quatro-estagdes” apresentou vérias plantas de uma mesma
progénie com desenvolvimento e vigor bem prejudicados (Figura 2-N), sugerindo
a possivel ocorréncia de problemas cromossémicos, 0 que n&o pode ser

comprovado por andlises citologicas, devido & morte prematura das plantas.

3. Fase de Campo

No quadro 12 s&o apresentadas as meédias gerais de caracteres
agronémicos quantitativos (didmetro, altura e peso de “cabecga”; comprimento e,
largura de folha basal, humero de folhas e comprimento do pendéao floral), de
plantas R, e dos controles intercalares. As progénies de autofecundagédo de
plantas regeneradas in vitro ndo mostraram diferencas estatisticamente
significativas entre si quanto aos caracteres acima citados, em nenhum dos
cultivares em estudo. Este fato pode ter sido devido a dois fatores principais: a)
namero relativamente pequenc de progénies testadas em cada cultivar e b)
emprego de médias de progénies para a analise estatistica dos resultados, que
uma exigéncia do modélo estatistico empregado.

Apesar disso, foram observadas, no campo, variagbes de tipo, forma e

coloragéo de folha; mosaicismo; florescimento precoce, etc.
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QUADRO 12. Resultados obtidos de avaliagcdo de 3 cultivares de alface,

regenerados de cultura de tecidos in vitro, quanto a diversos caracteres

quantitativos.
Cultivares
“Grand Rapids” “Maravilha-das-quatro “Salad-Bowl”
-estagoes”
Carater Média CV. () Meédia Cc.Vv. Média C.V.
Didmetro de 33,85 517 36,32 3,25 40,04 4,51
“cabe(f*a" (cm)
x 33,71 34,87 36,14
Altura de 16,18 20,88 18,71 1,75 25,86 6,28
“cabega” (cmy)
X 15,93 17,78 22,56
Peso de 353,08 12,50 346,29 15,79 285,64 9,95
“cabecga” (g)
X 325,81 328,25 206,02
Compr. de 20,00 17,49 18,98 2,74 19,46 8,57
folha basal
(cm)
X 19,93 18,15 16,88
Largura de 19,00 2368 13,58 5,90 - -
folha basal
(cm)
X 18,83 13,61 - -
N° de folhas 35,38 2,34 62,64 4,52 41,63 3,07
X 34,36 62,85 38,98
Compr. do 63,99 12,08 58,16 0,34 48,19 11,58
pendao floral
(cm)
X 66,42 54,22 46,53

Observacdo: (%) = CV = coeficiente de variagdo (%), x

intercalar..

= média de controle
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Por outro lado, para as caracteristicas quantitativas acima indicadas, houve
um efeito mascarador ao se trabalhar com as médias de progénies, 0 que né&o
permitiu a detecgdo de diferencgas estatisticas entre elas.

Entretanto, quando foram estimados diversos parametros genéticos a partir
de variancias genéticas e ambientais, isoladas no mesmo modelo estatistico
(Quadro 13), observou-se notavel variacdo entre os mesmos ({coeficiente de
herdabilidade; coeficiente de determinagéo genotipico; ganho de selegao absoluto
e ganho de selegdo relativo), para os 3 cultivares em avaliagéo.

Para o carater numero de folhas os coeficientes de herdabilidade foram de
elevada magnitude (42,23%; 89,79% e 91,20% para os cultivares “Maravilha-das-
quatro-estacoes”, “Salad-Bowl” e “Grand Rapids”, respectivamente). Estes niveis
de herdabilidade permitiram a detecgdo de bons ganhos relativos de selegao por
ciclo (4,26%; 16,29% e 12,22%, respectivamente).

De maneira semelhante, os coeficientes de herdabilidade estimados foram
também expressivos para o carater comprimento do pendao floral (60,71%,
88,57% e 99,86%, para os cultivares “Grand Rapids”, “Salad Bowl” e “Maravilha-
das-quatro-estacdes’, respectivamente, com os seguintes ganhos relativos

estimados: 17,55%: 51,37% e 15,57 %.
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QUADRO 13. Parametros genéticos estimados (coeficiente de herdabilidade, no
sentido amplo; coeficiente de determinacdo genotipico, ganho de selegdo
absoluto e ganho de selecdo relativo) em sete caracteres agronémicos de
progénies de autofecundacao, previamente regenerados in vitro, de trés cultivares
de alface.

Cultivares
Parametros (%)
Carater Genéticos “Grand Rapids® “Maravilha-das- “Salad Bowl”
-quatro-estacdes”
Diametro de H° 10,27 42,65 79,98
“cabeca” (cm) b 0,34 0,86 2,00
Gs 0,32 1,12 5,30
Gs (%) 0,95 3,10 13,66
X 33,95 36,32 40,04
Altura de H? 0,00 91,13 52,08
“cabega” (cm) b 0,00 321 1,47
Gs 0,00 1,68 2,45
Gs (%) 0,00 9,07 9,86
X 6,18 18,71 25,86
Peso de H? 57,57 0,00 56,10
“cabeca” (g) b 1,16 0,00 1,13
Gs 64,93 0,00 36,46
Gs (%) 18,71 0,00 14,26
X 353,09 346,28 285,64
Compr. de H? 0,00 80,14 61,50
folha basal b 0,00 2,01 1,26
(cm) Gs 0,00 1,57 2,68
Gs (%) 0,00 8,35 14,38
X 20,00 18,98 19,46
Largura de H? 0,00 14,26 -
folha basal b 0,00 0,41 -
(cm) Gs 0,00 0,21 -
Gs (%) 0,00 1,54 -
x 19,00 13,58 -
N° de folhas H? 91,20 4223 89,79
b 3,22 0.85 2,97
Gs 4,30 2,67 6,64
Gs (%) 12,22 4,26 16,29
X 35,38 62,64 41,63
Compr.do H? 60,71 99,86 88,57
pendao floral b 1,24 0,34 2,78
(cm) Gs 11,33 8,90 24 .48
GS (%) 17,55 15,57 51,37
X 63,99 58,16 48,19

Observagdes: (*) H® = coeficiente de herdabilidade, no sentido amplo; b = coeficiente de
determinagdo genotipico; Gs + ganho de sele¢éo esperado; GS (%) = ganho de selegao relativo.
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Esses dados sugerem que a probabilidade de sucesso é grande tanto para
a selecao para c aumentc do numero de folhas,o que é comercialmente desejavel,
quanto para a reducgao significativa de incidéncia de florescimento durante a fase
vegetativa, uma das metas prioritarias de programas atuais de melhoramento.

Para os demais caracteres quantitativos, observa-se que o cultivar “Grand
Rapids” pouco ou nada respondera a selecéo para didmetro e altura de “cabec¢a’,
comprimento e largura de folha basal, visto que as variancias genéticas
disponiveis foram reduzidas ou nulas, nas condi¢gdes experimentais presentes. A
Unica excecdo foi para o carater peso de “cabeca’, com coeficiente de
herdabilidade de 57,57% e ganho de selegao relativo de 18,71%.

Os outros dois cultivares (“Salad Bowl” e “Maravilha-das-quatro-estagées”)
apresentaram estimativas_ de parametros genéticos de elevada magnitude para as
caracteristicas didmetro e altura de “cabega” e comprimento de folha basal,
permitindo prever resposta favoravel a futura selegcdo. Entretanto, embora o
cultivar “Salad Bowl!” tenha apresentado altos coeficientes de herdabilidade e
ganho relativo de selecdo para o carater peso de “cabecga” (56,10% e 14,26%,
respectivamente), o cultivar “Maravilha-das-quatro-estagées” mostrou auséncia
de ganho genético.

Em pesquisa semelhante CONSOLI et al (1993) compararam diversas
progénies (populagdo Ry), originarias de plantas regeneradas in vitro da
leguminosa forrageira Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. com outras progénies
(populagdo R,) oriundas através de sementes, das plantas da populagio original.

Diversos caracteres de interesse agrondmico foram avaliados, além de varios
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parametros genético-estatisticos (coeficiente de herdabilidade, ganho de selegéo
esperado e outros).

Para alguns dos caracteres estudados, houve aumento de variabilidade
genética da populacdo regenerada em relacdo a da populagéo original, ocorrendo
o inverso para outros. Como n&o ocorreu aumento na variabilidade genética para
os caracteres peso de massa verde (PMV) e peso de massa seca (PMS), que os
autores consideram como principais no programa de melhoramento dessa
forrageira, concluiram que a variagdo somaclonal ndo deve ser usada, no caso,
como fonte nova de variagéo.

Em resumo, em nossa pesquisa, os resultados obtidos, em condigbes de
campo, evidenciaram que o processo de regeneracdo de plantas in vitro originou
variabilidade genética para caracteres qualitativos e, especialmente,
quantitativos, de intensidade variavel de acordo com o gendtipo e carater
avaliado, passivel de ser explorada em programas de selegdo, visando a

obtencéo de novos cultivares de alface.
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CONCLUSOES

e Nao ocorreram diferencas significativas entre os 3 tratamentos de
desinfestacdo de sementes utilizados, para os cultivares de alface testados;

e As sementes dos cultivares de alface germinadas in vifro apresentaram
diferentes graus de dorméncia (mais acentuada no cultivar “White Boston™),
sendo descartada a hipétese inicial de baixo vigor de sementes;

e Usando-se hipocétilos como fontes de explantes e avaliando-se o efeito da
cinetina, o cultivar “Great Lakes”, dentre os testados, apresentou o melhor
desempenho quanto a porcentagem de calos com morfogénese de parte aérea;

e Também com a utilizagdo do mesmo tipo de explante (hipocétilo) e avaliando-
se o efeito do 6-BA, observou-se que a dose de 0,1mg/l deste fitoregulador foi
considerada 6tima para os cultivares testados, o que foi confirmado por
regressao polinomial;

e Por outro lado, empregando-se folhas cotiledonares como explantes,
subdivididos em partes distintas (proximal e distal) e testando-se diferentes
doses de 6-BA, os maiores valores para os caracteres porcentagem de
explantes com organogénese somatica e numero médio de brotos por explante
foram observados no meio de cultura basico com 0,1 mg/l de 6-BA (semelhante
ao ocorrido para hipocdtilo) e com explante cotiledonar do tipo proximal,

o O melhor estadio de desenvolvimento da plantula para a excisdo de explantes
do tipo cotiledonar, tanto proximal como distal, foi o de 3 dias ap6s o inicio da

germinacao das sementes (protusao da radicula) para o cultivar “Brasil-303”;
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A combinacéo 0,5 mg/l de IAA/O,1mg/l de 6-BA foi a mais eficiente quanto a
produgéo de brotos/explante, para o cultivar “Brasil-303".

Comparagdes entre progénies, derivadas de regeneragdo somatica in vitro
(dentro de cada cultivar), ndo mostraram diferencas estatisticamente
significativas quanto a diversos caracteres quantitativos (diametro, altura e
peso de “cabega”; comprimento e largura da folha basal, nimero de folhas e
comprimento do pendao floral). Entretanto, em diversas plantas individuais das
progénies analisadas, foram observadas variagbes acentuadas em caracteres
qualitativos (presenca/auséncia de antocianina nas folhas; formato e coloragao
de folha; formacao de “cabecga” , entre outros);

Os caracteres numero de folhas e comprimento do pendéo floral, com elevados
coeficientes de herdabilidade e bons ganhos relativos de selegcdo, presentes
nos 3 cultivares, permitem prever o sucesso da selecdo para o aumento do
numero de folhas e reducao significativa da incidéncia de florescimento durante
a fase vegetativa,

Para os demais caracteres quantitativos estudados, ocorreu variagao
acentuada, entre os cultivares testados, quanto aos coeficientes de
herdabilidade e ganhos de selegao esperados;

A variacao somaclonal, oriunda do processo de regeneragac in vitro, promoveu
a ocorréncia de variabilidade genética, em maior ou menor intensidade, de
acordo com o cultivar e o carater avaliado, mostrando que pode ser explorada

em futuros programas de melhoramento de alface.
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