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RESUMO

FONSECA, Andréa Pereira. Estabilidade genética de plantas de diferentes gendtipos de
morango (Fragaria X ananassa Duch) micropropagadas submetidas a diferentes
numeros de subcultivos. Seropédica: 2010. 65p. (Dissertagdo, Mestrado em
Fitotecnia).

A cultura do morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) ¢ uma atividade agricola de grande
importancia socio-econdmica. Nos tltimos anos, o seu cultivo tem aumentado no Brasil
devido a introdugdo de novas cultivares, sendo a produgao de mudas de qualidade um dos
fatores que afetam a expansao da producdo. A propagacdo vegetativa de plantas do género
Fragaria além de fornecer um nimero limitado de propagulos, pode disseminar doengas
virdticas e radiculares. A produ¢do de mudas sadias pode ser obtida através da cultura de
meristemas. Considerando que cultivares de morangueiro sdo responsivas a propagagao in
vitro, através desta técnica ¢ possivel obter o maior nimero de plantas, aumentando o
numero de subcultivos, contudo, este acréscimo pode induzir a ocorréncia de variagdao
somaclonal. A fim de ampliar a disponibilidade de mudas sadias de morangueiro e com
garantia de identidade genética, este trabalho teve como objetivo analisar, a partir do uso de
marcadores morfoldgicos, o nimero de subcultivos que permita a multiplicagdo do
morangueiro em larga escala, sem que ocorra a perda da identidade genética dos clones
submetidos a este processo. No Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais, explantes das
cultivares Aromas, Camarosa ¢ Camino Real, foram submetidos em uma primeira etapa a
doze ciclos de subcultivos e, no ano seguinte, os explantes das mesmas cultivares
provenientes das mesmas plantas matrizes foram subcultivados por trés ciclos. A
aclimatizacdo e avaliagdo das plantas a campo foram realizadas em estufa no Setor de
Horticultura do Instituto de Agronomia da UFRRJ. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados em esquema fatorial 3x2, sendo um fator os trés gendtipos e o outro, os
dois niveis de subcultivos. Durante a fase de multiplicagdo in vitro, nos dois niveis de
subcultivos, foi observado um maior numero de frascos com brotagdes com sintoma de
hiperhidricidade na cultivar Camino Real e formag¢ao de calos na cultivar Camarosa. Apos a
fase de aclimatizagdo foi observado que plantas submetidas a doze subcultivos
apresentaram maior altura média da parte aérea, entretanto, para o comprimento médio da
raiz ndo foi observada diferenca significativa entre os dois niveis de subcultivos. Na
avaliacdo a campo das demais caracteristicas quantitativas, ndo foram observadas
diferengas significativas entre os dois niveis de subcultivos. Com doze subcultivos in vitro
de plantas de morangueiro, das cultivares Aromas, Camarosa e Camino Real, ¢ possivel
obter maior nimero mudas micropropagadas sem perda da estabilidade genética. A cultivar
Camarosa apresentou valores médios superiores para altura da parte aérea apos a fase de
aclimatizagdo e a campo e, massas fresca e seca da parte aérea, quando submetida a doze
ciclos de subcultivos. As cultivares Camarosa e Camino Real apresentaram maior nimero
de caracteristicas quantitativas com varia¢ao entre os dois niveis de subcultivos, sendo as
maiores variagdes observadas em plantas submetidas a trés subcultivos. A cultivar Camino
Real seguida da ‘Camarosa’ apresentaram um maior nimero de caracteristicas qualitativas
com variacao na distribui¢ao das frequéncias entre os dois niveis de subcultivos. A cultivar
Aromas apresentou uma maior estabilidade genética em relacdo as caracteristicas
quantitativas e qualitativas.

Palavras-chave: variacdo somaclonal, caracteres quantitativos, caracteres qualitativos.



ABSTRACT

FONSECA, Andréa Pereira. Genetic stability of micropropagated plants of different
genotypes of strawberry (Fragaria x ananassa Duch) subjected to increasing
cycles of subcultures. Seropédica: 2010. 65p. (Dissertation, Master Science in
Fitotecnia).

The culture of strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) is an agricultural activity of great
socio-economic importance. In recent years, its production has increased in Brazil due
to the introduction of new cultivars and use of quality plants. The vegetative
propagation by stolons, usual in the species of the genus Fragaria also provide a limited
number of plants and can spread viral diseases. The production of healthy plants can be
obtained by meristem culture. Been strawberry cultivars in vitro responsive, with this
technique it is possible to obtain a greatest number of plants. However the increase in
the number of subcultures may induce somaclonal variation. In order to expand the
availability of healthy plants of strawberry with genetic identity guarantee, this study
aimed to analyze, with the use of morphological and molecular markers, with precision,
the number of subcultures that allows large scale multiplication of strawberry, without
loss of genetic identity. Explants of the cultivars Aromas, Camarosa and Camino Real,
at the Laboratory of Plant Tissue Culture, in a first step, was submitted to twelve cycles
of subculture, and in the following year, explants of the same cultivars, from the same
mother plants, were subcultured for three cycles. The acclimatization and evaluation of
the plants in the field were conducted in a greenhouse at Horticulture Sector of the
Instituto de Agronomia of UFRRJ. The experimental design was randomized blocks in a
factorial scheme 3x2, with the three genotypes being a factor and the two subculture
levels other factor. In the Laboratory of Molecular Genetics of the Instituto de Biologia
of UFRRIJ, extraction of DNA was proceeded from leaves of regenerated in vitro
plantlets of the three cultivars submitted to three, five and twelve subcultures and of the
mother plants that were not produced by tissue culture. During the in vitro
multiplication, in two levels of subcultures, we observed a greater tendency of
hyperhydricity in Camino Real cultivar and a higher frequency of callus production in
‘Camarosa’. After the acclimatization, plants exposed to twelve subcultures showed a
higher average height. However, the average root length was not significantly different
between the two levels of subcultures. In the field evaluation, for other quantitative
traits, there were no significant differences between the two levels of subcultures.
Cultivars Camarosa and Camino Real showed the highest number of characteristics with
a variation between the two levels of subcultures, with the greatest variations observed
in plants subjected to three subcultures. Analysing the field qualitative characteristics,
the variation observed between the third and 12th subcultures, was present only the
frequency distribution of leaf brightness, length and width of terminal leaflet.

Key-words: somaclonal variation, quantitative characters, qualitative characters.
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1. INTRODUCAO

A producao mundial de morango foi de cerca de 4,1 milhdes de toneladas no ano
de 2008, sendo os Estados Unidos, Espanha, Turquia e México os maiores produtores.
Nesta classificacdo, o Brasil ocupa a 53° posicdo (FAO, 2010). Segundo dados do
IBGE, no ano de 2006 a produ¢do no Brasil foi de cerca de 70 mil toneladas. A
producao na Regido Sudeste esteve em torno de 50 mil toneladas, sendo os estados de
Minas Gerais e Sdo Paulo os maiores produtores. No estado do Rio de Janeiro, o
municipio de Nova Friburgo destaca-se com uma producdo de 57 toneladas (IBGE,
2010).

A Regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro possui caracteristicas climaticas
bastante favoraveis ao cultivo do morango. Uma das poucas cidades produtoras ¢ Nova
Friburgo, onde alguns produtores iniciaram no ano de 2007 o cultivo da ‘Camino Real’,
uma cultivar muito utilizada na Regido Sul do Brasil, em substituicdo a cultivar Dover
tradicionalmente cultivada, porém muito fragil (NUNES, 2007).

A introducdo de novas mudas no mercado nacional, incentiva os agricultores a
investirem na cultura dessa fruta. As principais cultivares de morangueiro utilizadas no
Brasil sdo provenientes dos Estados Unidos, destacando-se a‘Aromas’, ‘Camarosa’,
‘Dover’, ‘Oso Grande’ e ‘Sweet Charlie’, da Espanha como a ‘Milsei-Tudla’, dos
programas de melhoramento genético da Embrapa Clima Temperado, a‘Biirkley’,
‘Santa Clara’ e ‘Vila Nova’ e do Instituto Agronomico de Campinas, a ‘Campinas’
(BRAHMet al., 2005).

O Brasil possui uma grande diversidade de clima e solo € um imenso potencial
de cultivo de espécies com diferentes exigéncias e origens (PAGOT& HOFFMANN,
2003). Nosultimos anos produ¢do de morangos em diferentes estados vem aumentando
devido a adaptabilidade das diferentes cultivares utilizadas em clima subtropical e
temperado (SPECHT& BLUME, 2009). O morango ¢ uma fruta atraente muito
apreciada pelos consumidores por possuir um sabor agradavel. De acordo com
MADAIL et al.(2007), a produgdo nacional ¢ quase toda voltada para o mercado
interno, sendo cerca de 70% destinada ao consumo in natura e 30% ao
processamento,aumentando seu consumo e sua importancia s6cio-econdmica. A cultura
do morango representa um segmento da produgdo agricola de extrema importancia para
a economia. Além de gerar muitos empregos diretos e indiretos, a cultura ¢ tipica da
agricultura familiar, sendo cultivado em reduzidas extensoes (CENCI, 2008). Segundo
RESENDE et al (1999), a cultura tem um carater social, em funcdo da grande
necessidade de mao-de-obra nas suas operagdes, sendo conduzida, prioritariamente, em
pequenas propriedades familiares, além de a produgdo poder ser destinada ao mercado
de frutas frescas bem como a industrializacao. Entretanto, a expansao da produgdo tem
sido limitada por diversos fatores na sua producdo, comercializagao, industrializacdo e
principalmente na produ¢do de mudas de qualidade, sendo um dos fatores limitantes a
alta suscetibilidade a doengas, que podem ser provocadas por fungos, virus, bactérias,
virdides e fitoplasmas (DIAS et al, 2007). Produzir e utilizar mudas sadias ¢ o fator
mais importante para a producdo de frutas de alta qualidade, sendo entdo o ponto de
partida para a obtengdo de uma melhor resposta as tecnologias empregadas no processo
produtivo (OLIVEIRA & SCIVITTARO, 2006).

Para a obtencdo demudas de qualidade e, dessa forma, contribuir para o
incrementosignificativo da produtividade deve ser feita a eliminacdo de viroses do
material vegetativo. A limpeza das mudas pode ser processada com a cultura de
meristemas (GOMIDE, 2004).



A principal vantagem de matrizes propagadas in vitro ¢ a maior producdo de
mudasatravés de subcultivos para meio de cultura fresco em intervalos de quatro a seis
semanas, contudo problemas ligados a variabilidadetém sido observados em culturas
comerciais como em cultivares de bananas, morango, espécies ornamentais, entre
outras. Essas variacdes podem causar problemas na uniformidade e no rendimento da
culturaafetando a aplicagdo pratica da técnica na propagacao de plantas.

Com a finalidade de ampliar a disponibilidade de mudas sadias de morangueiro
e com garantia de identidade genética, verificou-se a necessidade de aperfeicoar a
metodologia em micropropagacdo, no sentido de otimizar o processo de multiplicacao
eficiente paragendtiposde morango.

Com base nisso, formulam-se as seguintes hipoteses cientificas: através da
propagacao in vitro € possivel se obter o maior nimero possivel de plantas, por meio de
um maior nimero subcultivos sucessivos;oacréscimo no numero de subcultivos pode
induzir a um aumento no numero de mutagdes, alteragdes cromossOmicas ¢
epigenéticas, que em conjunto configuram a variagdo somaclonal e, que ¢ dependente de
varios fatores, entre eles a espécie e o gendtipo dos clones utilizados.

Este trabalho teve como objetivo geral analisar, a partir do uso de marcadores
morfologicos, o nimero de subcultivos que permita a multiplicagdo do morangueiro em
larga escala, sem que ocorra a perda da identidade genética dos clones submetidos a este
processo.

Os objetivos especificos foram: verificar o efeito de gendétipo em relagdo ao
numero de subcultivos everificar se existe diferencas entre as cultivares quanto a taxa de
variagdo em relacdo ao numero de subcultivos possiveis que possam manter a
identidade genética.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultura do morangueiro

O morangueiroatualmente cultivado em diferentes regides do mundo, pertence a
familia Rosaceae, subfamilia Rosoideae e a tribo Potentilleae. O género Fragaria L.
compreende 19 ou mais espécies silvestres, possui quatro grupos classificados quanto ao
seu nivel de ploidia: diploide, tetraploide, hexaploide e octoploide. Estima-se que as
espécies cultivadas de Fragaria x ananassa (Duch.) tenham se originado na Franga no
século XVIII a partir de um provavel cruzamento envolvendo duas espécies nativas da
América, a norte-americana ou morango silvestre, Fragaria virginiana (L.) Duch., com
morangueiro originario do Chile, Fragaria chiloensis Duch. (GRAHAM, 2005).

E uma planta herbacea perene, porém cultivada como anual, que forma uma
espessa roseta, podendo ser rasteira ou atingir de 15 a 30 cm de altura. Possui caule
curto, denominado coroa. E uma planta tipica de climas frios, sendo as altas
temperaturas o principal fator limitante da cultura. E sensivel a variagdo fotoperiodica.
Plantas de dias curtos t€ém o desenvolvimento vegetativo favorecido, estimulo da
emissdao de estoloes e inibicao do florescimento durante o verdao (FILGUEIRA, 2007).
Quando as condig¢des climaticas sdo adequadas, a planta emite estoldes, que sdo caules
finos e prostrados, com entrends longos, que facilmente enraizam dando origem a
plantas autonomas (MIRANDA & FERNANDES, 2001). As folhas sdo do tipo
compostas, que podem ser constituidas de trés, quatro ou cinco foliolos (SILVA et al.,
2007), onde cada foliolo possui peciolo que se une a um peciolo principal mais ou
menos longo inserido na coroa (VIDAL et al., 2007). O sistema radicular ¢ fasciculado,
constituido por numerosas raizes superficiais. Possui flores com um numero variavel
agrupadas em inflorescéncias do tipo cimeira, que podem ser brancas ou roseas. Nas
atuais cultivares de morangueiro as flores sdo hermafroditas. Os pequenos pontos pretos
e duros, conhecidos popularmente como sementes, sao na verdade os frutos do
morangueiro, denominados aquénios. Apdés a fecundacdo dos &vulos, ocorre o
engrossamento do receptaculo da flor resultando na por¢do carnosa comestivel
(pseudofruto), devido a presenca de auxinas produzida pelos embrides contidos em cada
aquénio (SILVA et al., 2007).

Entre as muitas cultivares de morangueiro, algumas se destacam no cultivo para
atender a preferéncia do mercado consumidor, tanto para o consumo in natura, Como
para mesa e para industrializacdo. As cultivares Aromas, Camarosa ¢ Camino Real
apresentam bom potencial produtivo comprovado em estudos anteriores e possuem
adaptacgao as condi¢des climaticas do Rio Grande do Sul (OLIVEIRA et al., 2007).

A cultivar Camino Real se destaca principalmente por gerar frutos mais
resistentes a pragas e ter vida util maior do que a maioria das variedades brasileiras,
consideradas mais frageis. A ‘Camarosa’ ¢ uma cultivar de dias curtos, caracterizada
por ser uma planta vigorosa, com folhas grandes de coloragdo verde-escura. Possui
frutos grandes de epiderme vermelha, firme e de bom sabor doce e um pouco acido,
coloragdo interna vermelho intenso. O ciclo de producao ¢ precoce, com alta capacidade
de producdo. Resistente ao transporte. A ‘Aromas’ ¢ uma cultivar de dias neutros,
precoce e muito produtiva, apresentando plantas com vigor médio. Possui frutos
grandes, com coloragdo vermelho brilhante e bom sabor. E indicada para o cultivo de
verao (plantio a partir de setembro), com excelente qualidade para consumo in natura e
também para industrializacdo. Todas essas cultivares sdo originarias da Universidade da
California, nos Estados Unidos.



2.2. Micropropagacao

A cultura de tecidos vegetais in vitro ¢ uma técnica baseada no principio da
totipoténcia, teoria formulada por Schleiden e Schwann em 1838, a qual enuncia que
uma unica célula ¢ capaz de dividir-se, diferenciar-se e formar uma planta completa
(GUERRA & NODARI, 2006). Esta técnica também denominada micropropagacao in
vitro possibilita a regeneracdo de novas plantas, contendo todas as informagdes
genéticas da planta matriz, a partir de pequenos fragmentos de 6rgdos e tecidos, em um
meio de cultivo artificial, sob condigdes assépticas e controladas.

A obtencdo de plantas in vitro € possivel através da cultura de tecidos
desorganizados como calos e suspensdes de células isoladas em meio liquido ou da
cultura de tecidos organizados como 4pices meristematicos, apices caulinares,
segmentos nodais e embrioes.

A micropropagagdo de plantas compreende uma seqiiéncia de operagdes
laboratoriais. Cada estagio deve ser identificado e as condi¢des Otimas devem ser
estabelecidas (MURASHIGE, 1974 citado por GUERRA & NODARI, 2006) que sdo
listados a seguir:

Estagio I — Consiste no estabelecimento da cultura. Neste estagio ¢ feita a
selecdo do tipo de explante, desinfestagdo superficial e inoculagdo em meio nutritivo em
condigdes assépticas;

Estagio II — Consiste em promover a liberacdo de gemas laterais pré-formadas
ou indu¢do de gemas adventicias, mediante subcultivos sucessivos em meio proprio
para multiplicagao;

Estagio III — Preparagdo da plantula para a conversdo das condic¢des
heterotroficas para autotroficas em ambiente natural. Nesta fase, busca-se o
elongamento, a indugdo e iniciacao radicular;

Com o estabelecimento dos explantes in vitro (estagio I), o passo seguinte ¢ a
multiplicagdo das brotagdes (estagio II), visando aumentar o numero de plantulas,
através de varios subcultivos para meio de cultura fresco em intervalos de quatro a seis
semanas (GRAHAM, 2005). Segundo Guerra e Nodari (2006), neste estdgio deve-se
determinar o niimero ¢ intervalo de subcultivos, bem como determinar e otimizar a taxa
de multiplicagdo. Grattapaglia e Machado (1998) afirmam que, a taxa média de
multiplicagdo satisfatoria com minimo de variacdo entre explantes, além da qualidade e
homogeneidade das partes aéreas produzidas, sdo aspectos qualitativos importantes que
devem ser considerados na fase de multiplicacdo. Estes mesmos autores relatam que a
frequéncia ideal de subcultivos seria aquela, na qual, as plantas fossem repicadas
durante a fase de crescimento ativo das partes aéreas, aliando o maximo vigor de
crescimento com maxima taxa de multiplicagao.

Embora a propaga¢do das plantas do género Fragaria possa ser feita através de
sementes e estoldes, a utilizacdo de sementes como material propagativo ndo ¢ adotada
comercialmente, pois as mudas demoram mais tempo a frutificar do que as plantas
propagadas através de estoldes. Além disto, o sistema de propagacdo por estoldes
fornece um ntmero limitado de propagulos (BHATT & DHAR, 2000). Muitos
produtores utilizam estoldoes das plantas que produziram frutos no ano anterior. No
entanto, essas mudas serdo menos produtivas, devido a ocorréncia de viroses e doencas
radiculares. Apds sucessivas propagacdes ao longo dos anos utilizando estoldes como
mudas, poderd ser elevada a incidéncia de viroses. Neste caso, o agricultor devera
renovar o material de propagacdo, fazendo a substituicdo anual das lavouras,obtendo
mudas isentas de viroses junto a viveiristas idoneos (FILGUEIRA, 2000).



O morangueiro ¢ muito suscetivel a doengas virdticas e a outros
microrganismos. De acordo com Calvete et al. (2002), a disseminagdao de doencas
ocorre principalmente durante a propagagdo vegetativa quando sdo utilizadas plantas
infestadas. Visto que o tecido meristematico ndo possui um sistema vascular
desenvolvido e que, a maioria dos virus infecta as plantas de forma sistémica, através da
técnica de culturas de tecidos utilizando como explante apices caulinares, ¢ possivel
obter-se mudas sadias sem maiores dificuldades (GOMIDE, 2004), complementando
com o tratamento térmico, a termoterapia, que ¢ utilizada quando ndo se dispdem de
plantas matrizes ou bdasicas das cultivares desejadas de forma devidamente indexadas
(OLIVEIRA et al., 2005).

No Brasil, o Instituto Agrondmico iniciou na primeira metade da década dos 70
uma nova tecnologia de producdo de mudas de morangueiro livre de virus, mediante
indexacdo em plantas indicadoras, sendo alcangados aumentos de produtividade em até
mais de 50%, em relagdo as mudas comuns afetadas por virus (BETTI et al., 2000).
Algumas institui¢gdes como a Embrapa Clima Temperado vém aumentando a produgado
de matrizes de morangueiro, aprimorando os protocolos para a cultura de tecidos. Desde
a sua introducdo no setor produtivo, houve um grande aumento na produtividade na
regido Sul do Brasil, sendo anualmente disponibilizadas as matrizes produzidas para
viveiristas e produtores de diferentes Estados. Porém, ainda assim, € necessaria a
ampliacao dessa atividade produtiva, pois a producao nacional de matrizes e de mudas ¢
insuficiente para atender a demanda (OLIVEIRA et al., 2005).

A micropropagacdo de morangueiro tem sido usada para propagacdo de
genoétipos elite em larga escala comercial e para andlise em um experimento com
repeticoes de novos langamentos (GRAHAM, 2005). De acordo com Oliveira et al.
(2005), as cultivares de morangueiro sdo bastante responsivas in vitro, apresentando
taxas de multiplicagcdo superiores as de outras espécies de fruteiras, tais como banana e
abacaxi, para as quais também existem empresas de produgdo de mudas
micropropagadas estabelecidas no mercado. Brahm e Oliveira (2004) estudaram o
potencial de multiplicagdo in vitro para varias cultivares de morangueiro e verificaram
que as cultivares Aromas e Camarosa apresentam menores taxas médias de
multiplicagdo do que as cultivares Dover, Milsei-Tudla e Vila Nova. Embora, no
sistema de micropropagacao avaliado essas taxas de multiplicagdo tenham sido
elevadas, com minimo nivel de contaminagdo e oxidagdo das plantulas.

Segundo Betti et al. (2000), atualmente grande parte das mudas de morangueiro
utilizadas no Brasil resulta de matrizes de laboratoério. A principal vantagem de matrizes
propagadas in vitro ¢ a maior produgdo de mudas, contudo problemas ligados a
variabilidade, algumas vezes associada a menor produtividade ou maior incidéncia de
doencas, tém sido observados em cultivares comerciais, especialmente na cultivar
Dover.

Durante o cultivo in vitro, a perda da capacidade organogénica pode ocorrer em
sucessivos subcultivos 0 que pode representar uma limitacdo. As causas da perda da
habilidade de regeneracdo sdao ainda pouco estudadas podem variar (GASPAR et al.,
2002 citado por SOUZA et al., 2006b). Para o morangueiro ¢ recomendado que sejam
realizadas apenas cinco subcultivos de 20-30 dias (OLIVEIRA et al., 2005), embora na
Europa sejam toleradas até 10 etapas de multiplicagdo, ndo sendo aconselhdvel
ultrapassar este valor (EPPO, 2008). GOMIDE (2004) verificou que durante a fase de
multiplica¢do in vitro, aumentando o numero de subcultivos em até dez vezes, ndo
foram observadas variagdes fenotipicas em brotacdes das cultivares Oso Grande e Vila
Nova. Além disso, com seis subcultivos, foi possivel transplantar as matrizes para o
campo em tempo habil para a producdo de mudas. Na aclimatizacdo, essas cultivares,



quando subcultivadas por mais vezes, apresentaram maior massa fresca e seca da parte
aérea ¢ da raiz, bem como maior area foliar do que aquelas cultivadas em menor
periodo. O aumento do niimero de subcultivos e da taxa de multiplicagdo, durante o
processo de micropropagagdo, poderia aumentar a producao de brotagdes obtidas de
apices caulinares tornando o processo mais eficiente.

Viérios ensaios de campo, realizados para comparar a producdo de frutos de
plantas sadias provenientes de cultura de tecidos com uma planta padrdo, ndo
mostraram qualquer diferenca estatistica. No entanto, algumas ocorréncias esporadicas
de frutos anormais foram observados em cultivares especificas. Um habito de
hiperflorescimento implicouem malformagdes e pequenos frutos, embora este problema
tenha sido presente em cultivares especificas apos inimeros subcultivos. Portanto, foi
decidido a partir de pesquisas em varios paises como Estados Unidos, Holanda e outros
paises europeus um nimero limitado a 10 subcultivos para cada meristema (BOXUS,
1999).

Diversos fatores como, a composi¢cdo do meio de cultura, a concentragdo de
fitorreguladores, o tipo e idade fisiolégica do explante, o genotipo, entre outros,
interagem de diversas formas influenciando o sucesso da propagacao in vitro de plantas,
sendo quase impossivel caracterizar um unico fator especifico. Ainda existem
dificuldades na compreensdo dos mecanismos relacionados a morfogénese e a
capacidade de regeneragdo de plantas in vitro (SOUSA, 2005). Segundo Jain (2001), o
genoétipo € um fator importante que determina o tipo e a frequéncia de variagdo genética
em plantas micropropagadas. Além disso, o numero de subcultivos e a idade da planta
matriz sdo outros aspectos importantes que podem levar a ocorréncia de variagdes entre
plantas regeneradas.

Em relagdo ao tipo de explante utilizado, de acordo com Grattapaglia e Machado
(1998), os explantes mais indicados na propagacao clonal in vitro sdao os apices
caulinares, gemas axilares e meristemas. Segundo D’Amato (1977), tecidos organizados
oriundos de meristema apresentam maior estabilidade cromossdmica e que, as estruturas
que dao origem as plantas sdo compostas de poucas ou mesmo de uma célula. Isso
significa menor risco de obtengdo de plantas quiméricas € uma maior probabilidade de
células mutantes expressarem a muta¢do no fenotipo. Duranteo processo de cultivo a
partir de meristema apical a organizacdo desta estrutura permanece imperturbavel.
Segundo Karp (1994), este ¢ o Unico sistema de cultura que pode ser considerado isento
de variacao somaclonal. Em sistemas como de cultura de protoplastos, a regeneracao ¢
alcangada através da formacdo de meristemas adventicios apoés uma fase de calo
desordenado ou de crescimento de células em suspensao. Estes sistemas estao sujeitos a
instabilidade, sugerindo que a organizacdo celular ¢ uma caracteristica essencial e que a
variacdo somaclonal estd relacionada ao crescimento desorganizado. Quanto maior a
duragdo da fase de desorganiza¢do e maior emissdo a partir de estruturas organizadas
maiores as chances de variagdo. Os tecidos meristematicos, além de se desenvolverem
mais rapidamente, sio mais estaveis (SERRANO GARCIA & PINOL SERRA, 1991
citados por SOUZA et al, 2006a).

Embora ja existam diversos protocolos definidos para a multiplicagdo in vitro de
morangueiro, alguns resultados sdo muitas vezes divergentes, sendo necessarias
adaptacdes as necessidades de cada espécie e cultivar. Segundo Gomide (2004), visando
melhorar a etapa de multiplicagdo durante o cultivo in vitro, diversos protocolos com
diferentes balangos entre reguladores de crescimento no meio de cultura tém sido
testados. A multiplicagdo de plantas em escala comercial normalmente ¢ maximizada
através da alta concentragdo de reguladores de plantas, que pode induzir alta propor¢ao
de variagao somaclonal (KUMAR et al., 1999). Segundo D’ Amato (1986), nao se pode



excluir que alguns fitorreguladores, a certas concentragdes ou em combinagdes com
outros fitorreguladores e/ou constituintes particulares do meio de cultivo, podem agir
como agentes mutagénicos. Rancillac & Nourrisseau (1989) melhoraram a performance
de plantas de morango micropropagadas reduzindo a concentragdo de citocinina e
limitando o nimero de subcultivos entre 10 e 15 ciclos. De acordo com BOXUS (1999),
¢ possivel reduzir a ocorréncia de variagdes em plantas de morango através da redugao
da concentragdo de citocinina no meio de cultura de 1 mg.I" para 0,5 ou 0,25 mg.l".
Dessa forma, um estoque de material de alta qualidade estard bem adaptado ao novo
sistema de cultivo intensivo.

2.3. Variacao Somaclonal

A cultura de tecidos estio associados alguns problemas como auséncia ou perda
do potencial organogénico, hiperhidricidade e variagdo somaclonal, que afetam a
qualidade das plantas regeneradas. Estes problemas podem ser de ordem fisiologica,
genética e epigenética (modificagdes quimicas do DNA ou das proteinas que estdo
associadas a ele, as quais sdo transmitidas na divisdo celular, mas que ndo constituem
parte da seqiiéncia do DNA) (CASSELLS & CURRY, 2001).

Em plantas regeneradas por meio de cultura de tecidos, ocasionalmente podem
surgir individuos que se distinguem da planta original em uma ou mais caracteristicas e
essas alteragcOes podem ser estaveis e transmissiveis aos descendentes. A frequéncia de
mutantes ndo pode ser prevista e, aparentemente, diversos fatores podem afetar a
natureza ¢ a frequéncia da variagdo somaclonal, entre eles, o gendtipo doador do
explante e as condi¢des de cultivo (ILLG, 1990). A variacdo somaclonal pode ser
fortemente expressa apos a fase de estabelecimento da populacao de microplantas como
variacdo interplantas em caracteres morfologicos. Algumas plantas podem apresentar
caracteristicas de quimeras setoriais (CASSELLS & CURRY, 2001).

Variacdo somaclonal parece ser um resultado de varios fatores, mas em geral,
acredita-se que seja uma expressao de variagdo pré-existente, quer no tecido do explante
ou induzida durante o processo de cultura de células in vitro e regeneracdo de plantas
(EVANS & BRAVO, 1986; KARP, 1989). Outro fator que pode levar a ocorréncia de
variagdo somaclonal ¢ o método de propagacdo in vitro utilizado. O processo de
regeneracao de plantas a partir de calos e protoplastosé frequentemente associado com
mais varia¢cdo somaclonal do que outros métodos de regeneracdo. Varios trabalhos sobre
a ocorréncia de variagdo somaclonal em plantas derivadas de cultura tecidos tém sido
descritos para muitas espécies. A maioria desses trabalhos relata que a variacdo em
plantas regenerantes ¢ devida ao tipo de explante utilizado como ocorre na cultura de
tecidos a partir de calos. Entretanto, Harding (1996) relata que ainda existem
preocupacdes sobre a estabilidade genética na cultura de brotos apicais durante
prolongados periodos de tempo.

Nehra et al. (1994) estudaram o efeito dos métodos de propagacao in vitro em
duas cultivares de morango. Estes autores verificaram que anormalidades fenotipicas
foram limitadas principalmente a ocorréncia de variantes com folhas amarelas em
plantas propagadas por cultura de meristema e por cultura de calos e a um aparecimento
ocasional de plantas com florescimento e habito de crescimento irregular entre plantas
propagadas por cultura de calos.

Existem também indicagdes de que variagdo somaclonal ¢ influenciada pelo
nivel de ploidia, regulador de crescimento vegetal, composi¢do do meio de cultura e a
duracdo do tempo em cultura (GOULD, 1986; VARGA et al., 1988; KARP, 1989).



Minano et al. (2009) avaliaram a estabilidade genética de plantas de crisantemo
micropropagadas através do uso de marcadores moleculares RAPD (“Random
Amplified Polymorphic DNA” — DNA polimorfico amplificado ao acaso), em
diferentes aspectos da cultura como, a fonte de explante, composicao do meio de cultura
e tempo de subcultivo. Neste estudo, somente a cultivar Refocus mostrou um padrao de
banda claramente diferente apos o sétimo subcultivo, no entanto, nenhuma variacao
morfologica foi detectada em qualquer cultivar durante o periodo de multiplicagdo in
vitro ¢ as plantas aclimatizadas ndo apresentaram nenhum tipo de variagdo nas
inflorescéncias produzidas.

Reguladores de crescimento vegetal afetam indiretamente a taxa de variagdo
somaclonal pelo aumento na taxa de multiplica¢@o e pela indug@o de brotos adventicios
(DAMASCO et al., 1998). Segundo Pierik (1987), se a formagdo de brotos adventicios
ocorre devido ao uso de reguladores de crescimento a chance de ocorrer mutagdo
aumenta. Ciclos sucessivos de multiplicacdo promovem a multiplicacdo adicional de
variantes produzidos em ciclos anteriores. Bairu ef al. (2006) estudaram o efeito do tipo
e concentracdo de reguladores vegetais e ciclos de subcultivos em banana Cavendish.
Estes autores verificaram que a variagdo tornou-se inicialmente visivel no quarto ciclo
de multiplicagdo e a taxa de variantes somaclonais aumentou com dez ciclos de
subcultivos, o qual estd além do nimero de ciclos utilizados em multiplicacdo comercial
que ¢ de cinco a seis subcultivos.

A variacdo somaclonal detectada pela primeira vez por Larkin e Scowcroft em
1981, ¢ um termo que descreve as variagcdes observadas entre os tecidos cultivados in
vitro, como o aparecimento de plantas anormais, as quais ndo correspondem
geneticamente a planta matriz (SOUZA et al, 2006b). Sob o ponto de vista de
propagacdo clonal in vitro,transformacdo genética e/ou preservacdo de germoplasma, a
variacdo somaclonal ndo ¢ desejavel, sendo importante conhecer a frequéncia, a
distribuicdo gendmica, os mecanismos e os fatores que influenciam esse fendmeno,
representando um desafio a ser considerado sob o ponto de vista tedrico e pratico
(POLANCO & RUIZ, 2002).

A ocorréncia de variacdo somaclonal estd associada com mutagdes de ponto,
recombinacdo e rearranjos cromossdmicos, metilacio do DNA, numero de copias de
seqiliéncia alterada, elementos transponiveis (transposons) e parece ser influenciada pelo
genotipo, tipo de explante, meio de cultura, idade da planta doadora (JAIN et al, 1997,
VEILLEUX & JOHNSON, 1998; JAIN et al, 1998).

No trabalho de Sheidai et al. (2008), foram estudados variantes somaclonais de
banana cv. Valery obtidos de cultura de tecidos utilizando como ferramenta marcadores
RAPD e, foi observado que variagdes no numero total de bandas RAPD bem como o
numero de bandas especificas entre plantas mae e plantas regeneradas de diferentes
subcultivos, revelaram diferencas genéticas dos genotipos devido a cultura de tecidos e
variacdo somaclonal induzida. Segundo estes mesmos autores, os resultados deste
estudo mostraram que a ocorréncia de variagdo somaclonal identificada foi devida a
diferentes subcultivos e que com o aumento do periodo de subcultivos, possivelmente
maiores variagdes genéticas podem ocorrer. Além disso, o uso de marcador molecular
RAPD pode ser uma ferramenta utilizada para a identificagdo genética de genotipos ou
somaclones um dos outros, por ter revelado variacdo somaclonal em banana e a
ocorréncia de bandas especificas/loci nas plantas mae bem como nas plantas
regeneradas em diferentes subcultivos.

Segundo Tyrka et al. (2002), plantas de morango tém sido extensamente
analisadas usando marcadores RAPD para identificagdo de clones, mapeamento e
estudos de diversidade. No entanto, este método tem baixa reproducibilidade



especialmente entre laboratérios. Outro sistema de marcador multilocus altamente
reprodutivel, o AFLP (“Amplified Fragment Lenght Polimorphism” — polimorfismo do
comprimento de fragmentos amplificados), tem véarias vantagens sobre outros métodos
e, tem sido extensivamente utilizado para uma vasta gama de espécies, incluindo
morango (DEGANI et al., 2001). Segundo estes mesmos autores, 0s varios niveis de
similaridade detectados dependem do sistema de marcador aplicado e que estes valores
sdo maiores para marcadores AFLP quando comparados a marcadores RAPD.

A escolha da técnica para obtencdo de marcadores moleculares depende da
questdo a ser respondida, da resposta genética necessdria, além das implicagdes
financeiras e disponibilidade técnicas. Dentre os diversos marcadores utilizado, os
marcadores de AFLP tém se mostrado bastante tteis na identificagdao de diferencas entre
individuos e populagdes. A técnica de AFLP, descrita pela primeira vez por Vos ef al.
(1995), possibilitou a identificagdo de um grande nimero de polimorfismos do que
analises com RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism” — polimorfismo do
comprimento de fragmentos de restri¢do) ou RAPD e, ¢ relativamente facil de executar,
¢ altamente reproduzivel e utiliza poucas quantidades de DNA. Esta técnica estd
baseada na amplificagdo seletiva por PCR (“Polimerase Chain Reaction” — reagdes em
cadeia de polimerase) de fragmentos de restricdo obtidos da digestao total do DNA
gendmico, envolvendo trés passos principais: digestdio do DNA gendmico total com
enzimas de restricdo, uma de corte raro (geralmente EcoRI) e outra de corte frequente
(Msel), e ligagdo de adaptadores com seqiiéncia conhecida nas duas extremidades de
cada fragmento; amplificagdo seletiva (em duas fases) de fragmentos de restrigdo com o
uso de “primers” aleatdrios que possuem em sua seqiiéncia um a trés nucleotideos que
flanqueiam os adaptadores previamente ligados aos sitios de restricao; € a analise dos
fragmentos amplificados em gel de poliacrilamida desnaturante que proporciona alto
nivel de resolugao.

Os marcadores produzidos por AFLP apesar de serem dominantes, fator
considerado sua grande desvantagem a marcadores como RFLP e microssatélites,
oferecem seis vantagens, que em uma série de situacdes conseguem inclusive contornar
esta desvantagem: 1) podem ser aplicados em qualquer organismo que possua DNA; ii)
por serem realizados em condi¢des de alta seletividade apresentam uma alta taxa de
repetibilidade; iii) podem ser realizados com quantidades muito pequenas de DNA
(esporos de fungos micorrizicos por exemplo); iv) podem ser realizados com grande
velocidade pois ndo necessitam a construgdo de iniciadores especificos, € apresentam
uma alta taxa de polimorfismo; v) possuem heranca mendeliana o que permite sua
utilizacao em analises populacionais e de QTLs; e vi) por serem visualizados por géis de
poliacrilamida que permitem alta resolugdo, detectam diferencas muito pequenas
(poucos nucleotideos) (FERREIRA &GRATTAPAGLIA, 1995; VOS et al., 1995;
MUELLER &WOLFENBARGER, 1999; GAUDEUL et al., 2000, TERO et al., 2003).
KRAUSS (2000) demonstrou que resultados estatisticamente desviados em funcao do
uso de marcadores dominantes, como o AFLP, sdo em grande parte corrigidos pelo uso
de marcadores altamente polimorficos, além de uma amostra com um niimero grande de
individuos por populagdo (+30).

Ferreira e Grattapaglia (1995) relataram que a tecnologia AFLP tem um grande
poder de deteccio de variabilidade genética, explorando simultaneamente o
polimorfismo de presenca e auséncia de sitios de restricdo e a ocorréncia ou nao de
amplificagdo a partir de sequéncias arbitrarias. Com isso, consegue-se uma flexibilidade
significativa na obten¢do de marcadores polimorficos. Por ser a variagao somaclonal um
fendmeno que pode ocorrer a niveis de pares de bases (mutagdes de ponto), para sua



identificacdo € necessario o uso de marcadores moleculares bastante sensiveis como o
AFLP.

Diversos estudos utilizando como marcador molecular o AFLP para verificagao
de instabilidade genética produzida através de regeneragdo de plantas in vitro t€m sido
realizados para varias espécies vegetais tais como: Arabidopsis thaliana (POLANCO &
RUIZ, 2002), Humulus lupulus L. (PEREDO et al., 2006) e Actinidia deliciosa
(PRADO et al., 2007).

Segundo Arruda et al. (2006), a maioria dos trabalhos aborda a variacao
encontrada nas plantas regeneradas de cultura de tecidos. Essa verificagdo pode ser
constatada por meio do uso de marcadores morfoldgicos e moleculares. A decisdo de
qual método utilizar depende dos recursos disponiveis e do grau de confiabilidade do
método (CONTI et al., 2002b), no entanto, estudos mais detalhados sobre a natureza
genética das caracteristicas variantes sdo necessarios. A deteccdo de tipos-fora entre
plantas micropropagadas por meio de identificagao fenotipica ¢ trabalhosa e demorada
e, ¢ mais dificil em culturas perenes, onde muitas observacdes devem ser feitas até a
maturidade. Além disso, todas as mudangas genéticas poderdo ndo ser refletidas nas
mudangas fenotipicas observadas. Williams e Collins (1976), observaram pouca ou
nenhuma variagdo fenotipica entre plantas de aipo regeneradas, e concluiram que aipo
foi altamente estavel em cultura de tecidos. Entretanto, resultados subsequentes de
Browers e Orton (1982) e Orton (1985) mostraram sutil variacdo nas plantas
regeneradas. Apesar dessas anomalias, marcadores morfologicos tém sido amplamente
usados na identificagdo de variantes somaclonais (RANI &RAINA, 2000).

Ferreira & Grattapaglia (1995) comentam que até meados da década de 60, os
marcadores utilizados em estudos de genética eram controlados por genes associados a
caracteres morfologicos, em geral, fenotipicos de facil identificacdo visual, como a
morfologia foliar. Além disso, os marcadores morfoldgicos sdo especificos para um
determinado tecido, o que impede a sua determina¢do quando ha apenas alguma parte
vegetativa da planta disponivel.

As cultivares de Fragaria X ananassa podem ser caracterizadas com base nas
diferencas morfologicas da folha, da planta ou do fruto (CONTI et al., 2002b). Essa
caracterizagdo fornece subsidios para trabalhos de estimativa de similaridade genética e
identificacdo botanica (CONTI et al., 2002a). No Brasil, atualmente, o registro
institucional de cultivares de morangueiro baseia-se no trabalho de Passos et al. (1994),
onde sdo descritas as caracteristicas morfologicas que devem ser consideradas na
caracterizagdo de cultivares.

Deve-se ter um conhecimento prévio das condi¢des de cultivo in vitro que irdo
variar de acordo com a espécie estudada. Em plantas do género Fragaria, com o
aumento do numero de subcultivos,podem ocorrer variagdes nas caracteristicas
fenotipicas como altura e vigor das plantas, tamanho e formato de frutos (RANCILLAC
et al., 1987; DEBERGH & READ, 1991).

Nehra et al. (1992) verificaram variagdes fenotipicas entre os regenerantes de
morangueiro obtidos a partir de cultura de calos em diferentes concentragdoes de
reguladores de crescimento vegetal e em diferentes duragdes de tempo de cultivo dos
calos.

Em mudas micropropagadas de bananeira cv. Pacovan foram observadas
variagcdes nas caracteristicas morfologicas das plantas em decorréncia da variacao
somaclonal com o aumento do numero de subcultivos (SANTOS & RODRIGUES,
2004).

Segundo Brunello (2002), cor de tubérculo, producdo de frutos, alteracdes na
altura da planta, dimensao do broto, nimero de ramos primarios, cor de flores e
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resisténcia a patdgenos sdo caracteristicas morfoldgicas de interesseque sdo afetadas
pelas variagdes fenotipicas e tém sido pouco estudadas em plantas regenerantes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Multiplicac¢io e enraizamento in vitro de plantulas de morangueiro

Esta fase do trabalho foi desenvolvida no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Fitotecnia do Instituto de Agronomia da UFRRJ e, foi
dividida em duas etapas. Na primeira etapa, foram realizados 12 subcultivos e, na
segunda, trés subcultivos, com intervalos médios de 30 dias. Mensalmente foram
realizadas avaliagdes do comportamento morfogénico de cada genotipo. Foram
utilizados trés gendtipos de morango, as cultivares Aromas, Camarosa e Camino Real,
provenientes da Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS. Na primeira etapa, as
cultivares foram recebidas apresentando trés ciclos de subcultivos e, na segunda etapa, a
cultivar Aromas encontrava-se no primeiro subcultivo e as cultivares Camarosa e
Camino Real encontravam-se na fase de estabelecimento in vitro (sem subcultivos).
Imediatamente ap6s a chegada do material, as brotagdes foram transferidas para tubos
de ensaio contendo meio de cultura fresco para multiplicagdo, onde permaneceram por
um periodo de 15 dias, sendo realizados posteriormente os subcultivos subsequentes.

Para a realizacdo dos processos de multiplicagdo e enraizamento das plantulas
foi adotado o mesmo protocolo para a produgao de matrizes de morangueiro por meio
de cultura de tecidos utilizado pela Embrapa Clima Temperado (OLIVEIRA et al.,
2005). O meio de cultura utilizado na fase de multiplicagao foi o MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), com concentragdo salina integral, na consisténcia solida, com 7,0 g.l'1
de agar, 30 g.l'1 de sacarose, acrescido de 0,5 mg.l'1 de acido nicotinico, 0,5 mg. 1" de
cloridrato de piridoxina, 0,5 mg.I" de cloridrato de tiamina, 2,0 mg.I" de glicina e 100
mg.I"" de mio-inositol, e suplementado com 1 mg.l" de BAP (6-benzilaminopurina). O
pH foi ajustado para 5,8 antes do processo de autoclavagem a 121 °C durante 20
minutos.

Na capela de fluxo laminar, com auxilio de pinca e bisturi, foram retiradas as
brotagdes do tubo de ensaio e, posteriormente, efetuou-se a separacdo dos brotos. Em
cada frasco contendo 40 ml de meio MS para multiplicacdo, foram inoculados cinco
explantes (brotos) com trés a quatro folhas. Os frascos foram fechados com tampa e
vedados com filme plastico PVC. Em seguida, levados a sala de crescimento com
temperatura de 25+3°C e regime de fotoperiodo de 16 horas, com lampadas
fluorescentes com luminosidade em torno de 45 pmol.m™.s™ (Figura 1).
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Figura 1. Separacdo dos brotos (a); Inoculagdo e numero de brotos por frasco ();
Frascos vedados com filme plastico PVC (c) e; Frascos na sala de crescimento (d).

Para a realizacdo das repicagens subsequentes, de cada umdos trés genotipos
foram tomados cinco frascos ao acaso. De cada frasco foram extraidos 10 brotos que,
em seguida, foram inoculados em meio fresco para multiplicacdo, formando dois
frascos seguintes com cinco brotos cada. Dessa forma, foram obtidos 30 frascos para
cada dia de repicagem. Este procedimento foi repetido em quatro dias (considerado
quatro blocos), totalizando 120 frascos em cada més de subcultivo, formando um
estande de 600 brotos.

O meio de cultura utilizado para o enraizamento das plantulas foi o MS,
conforme descrito anteriormente, excluindo o regulador de crescimento. O pH foi
ajustado para 5,8 antes do processo de autoclavagem a 121 °C durante 20 minutos.

Nesta fase, da mesma forma que nos subcultivos, dos trés gendtipos foram
tomados cinco frascos ao acaso. De cada frasco foram extraidos 15 brotos com trés a
quatro folhas que, em seguida, foram inoculados cinco brotos em frascos contendo 40
ml de meio MS. Para cada cultivar, da primeira e segunda etapas, este procedimento foi
repetido em quatro dias (considerado quatro blocos), totalizando 360 frascos, formando
um estande de 1800 mudas. Os frascos foram fechados com tampa e vedados com filme
plastico PVC. Em seguida, levados a sala de crescimento com temperatura de 25+3°C e
regime de fotoperiodo de 16 horas, com lampadas fluorescentes com luminosidade em
torno de 45 pmol.m™.s”, onde permaneceram por um periodo de 45 dias.
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3.2. Aclimatizacio das mudas

As plantulas enraizadas in vitro foram retiradas do frasco e as raizes foram
lavadas em agua corrente para retirada do excesso de meio de cultura e, posteriormente
foi feito o transplantio para bandejas de polipropileno de 165 células com substrato
comercial Plantmax® na seguinte composi¢do: composto organico, turfa, casca de Pinus
compostada e vermiculita expandida (Figura 2). A aclimatizagdo das mudas foi
realizada em casa de vegetacdo sob tunel pléstico transparente (Figura 3). O sistema de
irrigagdo utilizado foi o de nebulizacdo intermitente em forma de névoa durante 20
segundos em intervalos de 16 minutos, acionado por um timer automatico. A nutricdo
das mudas foi feita semanalmente através de solug¢do diluida em oito vezes a
concentracgdo integral de sais do meio de cultura MS com auxilio de um pissete.

Apo6s 45 dias de aclimatizagdo, com auxilio de régua milimetrada, foram feitas
determinagdes da altura da parte aérea e do comprimento da raiz das mudas a serem
utilizadas neste trabalho (Figura 4).
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Figura 2. Retirada da plantula do frasco (a); Raizes lavadas em agua
corrente (b); Plantula enraizada in vitro (c); Transplantio em bandeja

com substrato comercial Plantmax®(d) e; Bandeja de polipropileno com
plantulas enraizadas in vitro (e).
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Figura 3. Aclimatizacdo das plantulas enraizadas in vitro em casa de vegetagdao sob
tunel plastico transparente.

Figura 4. Mudas aclimatizadas apods 45 dias. Cultivares Aromas (a), Camarosa (b) e
Camino Real (c) submetidas a trés ciclos de subcultivos.
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3.3. Avaliacio a campo de variacio somaclonal com caracteres morfologicos de
morango — caracteristicas quantitativas

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Setor de Horticultura do
Departamento de Fitotecnia do Instituto de Agronomia da UFRRJ.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados em esquema
fatorial 3x2, sendo um dos fatores, as cultivares (Aromas, Camarosa ¢ Camino Real) e o
outro, o numero de subcultivos (trés e doze) com quatro repeticdes € 16 plantas por
parcela.

Uma semana antes do plantio os canteiros foram preparados com 1,20 m de
largura e 9,00 m de comprimento, e foi aplicada uma mistura de vermicomposto e
esterco bovino na propor¢ao 1:2. Cada parcela de 1,20 x 1,50 m recebeu
aproximadamente 15 kg da mistura, perfazendo um total de 83,33 toneladas por hectare.
Apos 45 dias de aclimatizagdo, as mudas foram transplantadas para os canteiros onde
foi utilizado espagamento de 30 x 30 cm. A irrigacdo foi realizada através de
mangueiras de gotejamento (Figura 5). Uma semana apos o plantio foi feita a cobertura
do solo (mulching) com plastico de polietileno preto (Figura 6). Em funcdo da
temperatura na ocasido do plantio, foi colocado telado com 50% de sombreamento a
1,50 m de altura.

Figura 5. Transplantio das mudas aclimatizadas para canteiros em casa de vegetagao
com irrigacdo através de mangueiras de gotejamento.
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Figura 6. Cobertura do solo (mulching) com pléstico de polietileno preto apds uma
semana do transplantio das mudas.

Para a andlise morfologica foram feitas avaliagdes das caracteristicas
quantitativas como: medidas da altura da planta e do comprimento da raiz (cm),
determinagdo das massas fresca e seca da parte aérea e da raiz (gramas) e, contagem do
numero de estoldes.

Ap6Os a coleta das plantas, as raizes foram lavadas em agua corrente para
remover o excesso de terra e, em seguida, retirou-se o excesso de agua com papel
toalha. Logo apds, foi feita a separacdo da parte aérea da raiz com auxilio de tesoura de
poda e, procedeu-se a determinacdao a massa fresca da parte aérea e da raiz em balanga
analitica digital com trés casas decimais. A altura da parte aérea e comprimento da raiz
foram determinados com auxilio de régua milimetrada. A massa seca da parte aérea e
raiz foi determinada ap6s secagem do material, em estufa durante 48 horas a 60°C, em
balanga analitica digital com trés casas decimais.
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3.4. Avaliacdo a campo de variacio somaclonal com marcadores morfologicos e
agronomicos de morango — caracteristicas qualitativas

Aavaliagdo das caracteristicas qualitativas foi realizada de acordo com as
instrugdes para execug¢do dos ensaios de distingiiibilidade, homogeneidade e
estabilidade aplicada as cultivares de morangueiro do Ministério da Agricultura,
Pecuaria ¢ Abastecimento (2003). As avaliagdes foram efetuadas com base na
observacao visual das plantas e, para as avaliagcdes das caracteristicas foliares, utilizou-
se a folha madura mais expandida. Para cada caracteristica morfoldgica identificada foi
registrado um codigo referente a esta. As caracteristicas morfologicas e as suas
respectivas variagdes dos tipos sdo descritas a seguir:

. Planta - Quanto a:
1. Forma. Para avaliacdo desta caracteristica foi feita a observacao visual e a

comparacdo com a figura indicada pela tabela de descritores, sendo as plantas
classificadas com as formas (1) globosa ou (2) globosa achatada.

globosa globosa achatada

2. Densidade. Para avaliagdo desta caracteristica as plantas foram caracterizadas
de acordo com a densidade das folhas, sendo classificadas como fraca (3), média (5) ou
forte (7) as plantas com folhagem muito densa.

3. Vigor. Para avaliag¢do desta caracteristica foi considerada a altura ea densidade
das plantas, sendo considerado fraco (3) plantas com altura e densidade baixas, médio
(5) plantas com altura e densidade intermedidrias, ou forte (7) plantas com maior altura
e densidade forte.

. Folha - Quanto a:

1. Cor da pagina superior. Para avaliacdo desta caracteristica foi utilizada uma
escala de cores para a comparagcdo com a folha de cada planta avaliada. As cores
variaram entre verde-médio (3) e verde-escuro (4).

2. Forma da sec¢do transversal. Para avaliacdo desta caracteristica foi feita a
observacdo visual e a comparagdo com a figura indicada pela tabela de descritores,
sendo a seccao transversal das folhas classificadas com as formas, muito concava (1) e
ligeiramente concava (3).
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3. Ondulacao. Para avaliacdo desta caracteristica foi considerada a aparéncia
visual da sinuosidade da lamina foliar, sendo classificadas como nula ou muito fraca (1)
a superficie da lamina foliar lisa ou com muito pouca sinuosidade, fraca (3) com pouca
sinuosidade ou média (5) a superficie da lamina foliar com irregularidade média.

4. Brilho. A avaliagdo desta caracteristica foi feita pela observacdo visual da
intensidade do brilho da lamina foliar, sendo classificadas como fraco (3) as folhas
foscas, médio (5) as folhas com intensidade de brilho intermediaria ou forte (7) as
folhas que refletiam a luz com muita intensidade.

. Foliolo terminal - Quanto a:

1. Relacdo comprimento/largura. A avaliacdo desta caracteristica foi realizada
com auxilio de uma régua milimetrada, onde foram feitas medidas da largura e do
comprimento e o foliolo terminal foi classificado como: (1) foliolo terminal mais largo
que comprido, (2) foliolo terminal tdo comprido como largo ou (3) foliolo terminal mais
comprido do que largo.

2. Forma da base. Para avaliacdo desta caracteristica foi feita a observagao visual
e a comparacao com a figura indicada na tabela de descritores, sendo a forma da base do
foliolo terminal classificados com as formas (1) acuneada ou (2) obtusa.

1 2
acuneada obtusa
. Estipula - Quanto a pigmentagao antocianica.

Para avaliacdo desta caracteristica foi considerada uma escala de cores para a
comparagdo com as estipulas de cada planta avaliada. Foram consideradas como:
ausente ou muito fraca (1) as estipulas que apresentavam muito pouca ou nenhuma
pigmentacdo ou fraca (3), as estipulas que apresentavam uma colora¢do vermelha
fraca.
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. Estoldes - Quanto a pigmentacao antocianica.

Para avaliagdo desta caracteristica foi considerada uma escala de cores para a
comparacdo com a estipula dos estoloes de cada planta avaliada. Foram consideradas
como: ausente ou muito fraca (1) para os estoldes que apresentavam muito pouca ou
nenhuma pigmentacao e fraca (3) para coloragdo vermelha fraca.

Para a analise dos caracteres quantitativos como, massas fresca e seca da parte
aérea e da raiz, altura da planta e comprimento da raiz ap6s a fase de aclimatizagdo e a
campo e, numero de estoldoes, foi feita analise de variancia em cada combinagdo
gendtipo e subcultivo, considerando como efeito apenas o bloco, com o objetivo de
determinar a variancia média dentro dos blocos para cada combinagdo. Para cada
genotipo, as variancias dos subcultivos trés e doze foram comparadas pelo teste F,
dividindo a varidncia maior pela menor. Em seguida, foram calculadas as médias
referentes a cada bloco para cada combinacdo gendtipo e subcultivo. Esses valores
foram submetidos a analise de variancia considerando o modelo fatorial (genotipos e
subcultivos), com quatro repeti¢des em blocos casualizados. Foi realizada anélise do
fatorial seguindo-se a decomposicao de subcultivos dentro de genotipo (STEEL &
TORRIE, 1981).

A comparacao das médias para subcultivos foi feita de acordo com o teste F
(ANOVA), considerando significativas as diferencas quando o valor de F
correspondente foi significativo. Para cultivares, quando o valor de F correspondente foi
significativo, foi realizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade, dentro de cada
subcultivo e para a média geral.

Para avaliacdo dos caracteres qualitativos como, forma, vigor e densidade das
plantas, cor da pagina superior, forma da sec¢do transversal, ondulagdo e brilho das
folhas e pigmentacdo antocidnica da estipula e dos estoldes, foram computadasas
frequéncias de cada caracteristica e aplicado o teste y>.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Multiplicacio e enraizamento in vitro de plantulas de morangueiro

Durante a fase de multiplicacdo in vitro, na primeira etapa (plantas submetidas a
doze subcultivos), nao foram detectadas alteragcdes no comportamento morfogenético
até o sexto subcultivo, quando foi observada a ocorréncia de calos na cultivar Camarosa
e de alteracdes fisiologicas nos brotos como a hiperhidricidade na cultivar Camino Real.
Em geral, os brotos com sintomas de hiperhidricidade apresentavam uma morfologia
anormal, como a lamina foliar enrolada, quebradica e com aspecto vitrificado e peciolo
retorcido (Figura 7). Na cv. Camino Real foi observado um frasco com brotos
hiperhidricos, aumentando para onze frascos no nono subcultivo e reduzindo para cinco
frascos no 12° subcultivo. Nas cvs. Aromas e Camarosa, brotos hiperhidricos foram
observados a partir do sétimo subcultivo e em menor frequéncia, em torno de um a dois
frascos por subcultivo. Nesta etapa, somente na cv. Camarosa foi observada a formagao
de calo (Figura 8), sendo detectado um frasco no sexto subcultivo, atingindo o numero
de trés frascos no oitavo e nono subcultivos e reduzindo para um frasco no décimo
subcultivo (Tabela 1).

Figura 7. Brotos da cultivar Camino Real no 9° ciclo de subcultivo apresentando
sintomas de hiperhidricidade.
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Figura 8. Formacao de calo na cultivar Camarosa no 6° ciclo de subcultivo.

Na segunda etapa (plantas submetidas a trés subcultivos), foram observados trés
frascos com brotos hiperhidricos no primeiro subcultivo e um frasco no terceiro
subcultivo da cultivar Camino Real. Na cultivar Aromas foi observado um frasco no
terceiro subcultivo (Tabela 2).

Tabela 1. Numero de frascos com brotos apresentando sintomas de hiperhidricidade (H)
e formacgao de calo para os genotipos Aromas, Camarosa e Camino Real a partir do 6°
subcultivo da primeira etapa. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 20009.

Genotipos
Subcultivos Aromas Camarosa Camino Real
H calo H calo H calo
6 - - - 1 1 -
7 1 - 2 1 5 -
8 1 - 2 3 8 -
9 - - 1 3 11 -
10 1 - - 1 9 -
11 - - 1 - 4 -
12 - - 3 1 5 -

23



Tabela 2. Numero de frascos com brotos apresentando sintomas de hiperhidricidade (H)
e formagdo de calo para os gendtipos Aromas, Camarosa e Camino Real na segunda
etapa. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Genotipos
Subcultivos Aromas Camarosa Camino Real
H calo H calo H calo
1 - - - - 3 -
) - - R R R -
3 1 - - 7 1 1

Nehra et al. (1992) estudando variagdo somaclonal em morangueiro, obtiveram
calogénese em meios com 1-10mM de 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) e com 1-
10mM de BAP (6-benzilaminopurina), sendo que as melhores respostas para o
crescimento dos calos foram registradas com SmM de 2,4-D e de SmM de BAP. No
presente trabalho, foi acrescido ao meio de cultura para multiplicagdo dos explantes 1
mg.I' de BAP, o que equivale a concentracio de 4,4 mM, valor estabelecido em
protocolo para produ¢do de matrizes de morangueiro através de cultura de tecidos da
Embrapa Clima Temperado (Oliveira et al., 2005). Durante a fase de multiplicacao nao
foi utilizada nenhuma fonte de auxina, talvez por esta razao, a formacao de calos tenha
sido observada em menor frequéncia. A ocorréncia de calogénese variou entre as
cultivares. No segundo subcultivo da segunda etapa, foi observada a formacao de calo
em sete frascos para a cv. Camarosa e um frasco para a cv. Camino Real (Tabela 2).
Flores et al. (1998) verificaram diferengas significativas entre as cultivares de
morangueiro estudadas quanto a intensidade de formagdo de calos. Varios trabalhos tém
demonstrado que certos grupos de plantas respondem mais facilmente em culturas in
vitro que outros. Estas diferencas mostram que as condigdes ideais para o cultivo in
vitro variam com o gendtipo em estudo (AMMIRATO, 1986).

De acordo com Hazarika (2006), as condigdes pelas quais a maioria dos
laboratérios executam o cultivo in vitro podem contribuir para desordens morfo-
fisiologicas favorecendo a formagao de plantas morfologicamente anormais que podem
ndo sobreviver na transi¢ao das condigdes in vitro para ex vitro.

Embora tenha ocorrido a formagao de calos e brotos com sintomas de
hiperhidricidade nas cultivares estudadas, as plantulas enraizadas in vitro ndo
apresentaram anormalidades morfologicas (Figura 9). Nao foi feita avaliacdo quanto a
resposta ao enraizamento das plantulas com relagdo ao niimero de subcultivos. As
plantulas transferidas para meio MS sem a adicao de fitorreguladores apresentaram
adequados enraizamento e alongamento da parte aérea, sendo obtidas plantulas com
altura maior do que 3 cm, de acordo com o sugerido pelo protocolo da Embrapa Clima
Temperado para producdo de matrizes de morangueiropor meio de cultura de tecidos
vegetais (OLIVEIRA et al., 2005).
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Figura 9. Plantulas da cultivar Camarosa submetidas a doze subcultivos apresentando
enraizamento em meio MS sem a adicao de fitorreguladores.

A cultivar Camino Real apresentou um maior numero de frascos com plantulas
manifestando sintomas de hiperhidricidade do que as demais cultivares. A
hiperhidricidade ¢ uma desordem morfologica e fisiologica de plantas propagadas in
vitro. De acordo com Cassells e Curry (2001), os problemas ligados a aplicacdo da
cultura de tecidos vegetais entre eles a hiperhidricidade, podem estar relacionados pelo
menos em parte, a danos induzidos pelo estresse oxidativo. Segundo Hazarika (2006),
muitos estudos sobre os fatores que influenciam a ocorréncia de hiperhidricidade
demonstram que esta ¢ dependente da disponibilidade hidrica, contetido de
micronutrientes ¢ do balanco hormonal no meio de cultura e que, o microambiente e a
composi¢ao de etilenono interior do frasco de cultivo tém sido relacionados exercer um
efeito prolongado sobre a hiperhidricidade. De acordo com Harding (1996), subcultivos
por prolongados periodos de tempo sob condigdes de estresse no microambiente in vitro
tém sido mostrados serem a causa de mudancas fisicas tais como a hiperhidricidade e
redugdo do comprimento do peciolo e tamanho da lamina foliar em cultura de brotos.

No presente estudo, a ocorréncia de hiperhidricidade foi mais intensa a partir do
sétimo subcultivo em todas as cultivares avaliadas neste estudo. O que pode explicar as
diferencas significativas observadas para as caracteristicas analisadas com o aumento do
numero de subcultivos. De acordo com Jain (2001), dependendo da espécie vegetal, o
nimero de subcultivos é um importante aspecto que pode levar & maiores variagoes.
Vieitez et al. (1985) observaram no cultivo in vitro da castanha (Castanea sativa Mill) a
produgdo de brotos hiperhidricos durante sucessivos subcultivos utilizando meio MS.
Gomide (2004) verificou em plantulas de morango pequeno numero de folhas
hiperhidricas e que, com o aumento de subcultivos, foi diminuida a ocorréncia de folhas
com este sintoma. Em seu trabalho, ndo foram identificados variantes somaclonais in
vitro, quanto as caracteristicas morfoldgicas.
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4.2. Aclimatizacao das mudas

Existem na literatura diversos protocolosbem estabelecidos para a aclimatizagdo
de mudas de morango obtidas a partir de cultura de tecidos vegetais. Neste trabalho, nao
foi feita avaliacdo das mudas quanto a taxa de sobrevivéncia durante esta etapa, uma
vez queindependente do niimero de subcultivos, foi possivel obter o nimero necessario
de mudas a implanta¢do do experimento.

Ao final da fase de aclimatizacdo, a avalia¢ao da altura média da parte aérea das
plantulas, demonstrou pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, que nao
houve diferenca significativa entre as cultivares (Tabela 3). Levando em conta os dois
niveis de subcultivos, a maior altura média da parte aérea de 6,83 cm foi observada no
12° subcultivo. Gomide(2004) observou que as mudas de morangueiro submetidas a
nove ciclos de subcultivos in vitro apresentaram maior altura que as demais mudas
subcultivadas por menor tempo.

Nao houve interagdo significativa entre subcultivos e genotipos,no entanto, a
decomposicdo de subcultivo dentro de gendtipo mostrou que houve diferenga
significativa entre os subcultivos para a cv. Camarosa e para a cv. Camino Real, que
apresentaram maiores valores médios de altura da parte aérea de 7,07 € 6,95 cm com 12
subcultivos, respectivamente.

Tabela 3. Valores médios da altura da parte aérea de plantulas apds a fase de
aclimatizagao das cultivares Aromas, Camarosa e Camino Real submetidas a trés e doze
subcultivos. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Subcultivos Cultivares - -
Aromas Camarosa Camino Real Média
3 5,82 Aa 5,70 Ab 6,20 Ab 5,90b
12 6,48 Aa 7,07 Aa 6,95 Aa 6,83 a
Média 6,15A 6,38 A 6,57 A

Médias seguidas de mesma letra maitscula, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
(5%) e letras minusculas, nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, com base no teste F (5%).

Nao foi observada diferenga significativa entre as médias do comprimento da
raiz das plantulas de morangueiro submetidas a trés e 12 subcultivos apds a fase de
aclimatizacdo. Em relagdo a média das cultivares, o teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5% mostrou que ndao houve diferenga significativa entre as cultivares
Camarosa ¢ Camino Real, no entanto, as plantulas destas cultivares apresentaram
comprimento médio de raiz superior ao da cultivar Aromas (Tabela 4). Nao houve
interagdo significativa entre subcultivos e cultivares, entretanto, a decomposicdo de
subcultivo dentro de gendtipo mostrou que houve diferenga significativa entre os
subcultivos para a cv. Camino Real, que apresentou o maior valor médio de
comprimento da raizde 11,99 cm com 12 subcultivos.
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Tabela 4. Valores médios do comprimento da raiz de plantulas apds a fase
aclimatizagao das cultivares Aromas, Camarosa e Camino Real submetidas a trés e doze
subcultivos. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Subcultivos Cultivares ; -
Aromas Camarosa Camino Real Média
3 9,87 Aa 9,93 Aa 10,19 Ab 9,99 a
12 9,37 Ba 11,01 Aa 11,99 Aa 10,79 a
Média 9,62 B 10,47 A 11,09 A

Médias seguidas de mesma letra maitscula, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
(5%) e letras minusculas, nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, com base no teste F (5%).

Em termos de variacdo entre os dois niveis de subcultivos para as cultivares
Camarosa ¢ Camino Real nao foi observada diferenca significativa na altura da parte
aérea das plantulas apds a fase de aclimatiza¢do. Por outro lado, a cultivar Aromas
apresentou diferenca significativa nos valores de variancia entre os dois niveis de
subcultivos. Para a caracteristica comprimento da raiz apos a fase de aclimatizacdo, foi
verificado que nao houve diferenga significativa em termos variagao entre os dois niveis
de subcultivos para as cultivares Aromas e Camino Real, contudo, a cultivar Camarosa
apresentou variagdo no comprimento da raiz entre os dois niveis de subcultivos. As
maiores variagdes foram observadas nas plantas submetidas a 12 subcultivos, conforme
mostra o teste F (Tabela 5). Estes resultados indicam que o numero de subcultivos
somente exerce influéncia em determinada caracteristica e cultivar e que a variagdo no
comportamento das cultivares em relagdo as caracteristicas estudadas pode ser devida a
resposta do genotipo ao nimero de subcultivos em que foi submetido.

Tabela 5. Valores das variancias dentro das cultivares Aromas, Camarosa ¢ Camino
Real e dos subcultivos trés e doze e teste F para as caracteristicas altura da parte aérea
(APA) e comprimento da raiz (CR) das plantulas apos a fase de aclimatizagdo. UFRRJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Cultivar
Aromas Camarosa Camino Real
Subcultivo Subcultivo Subcultivo
Caracteristica 3 12 F 3 12 F 3 12 F
APA 221 4,05 1,83 * 477 4,62 1,031s 3,53 2,90 1,22 fis
CR 15,68 12,38 1,27 1is 21,78 13,08 1,66 * 14,59 10,29 1,42 1is

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (Teste F)
fis - ndo significativo
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4.3. Avaliacdo a campo de variacdo somaclonal com caracteres morfologicos de
morango — caracteristicas quantitativas

A cultivar Camarosa apresentou maior valor médio de massa fresca da parte
aérea diferindo das demais cultivares (Tabela 6), no entanto, ndo houve diferenca
significativa entre as cultivares quanto a média da caracteristica massa seca da parte
aérea (Tabela 7). Nos dois niveis de subcultivos (trés e doze), as médias das
caracteristicas massas fresca e seca da parte aérea, ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (Tabelas 6 e 7). Houve interagcdo significativa entre subcultivos e
genotipos, sendo na cv. Camarosa observados os maiores valores médios de massa
fresca (23,72 g) e de massa seca (4,44 g) nas plantas submetidas a doze subcultivos
(Tabela 6e 7), ndao havendo diferengas significativas entreos subcultivos nas demais
cultivares.

As maiores médias de massa fresca e seca da parte aérea foram verificadas nas
plantas da cultivar Camarosa submetidas a doze subcultivos. O maior ntimero de ciclos
de subcultivos pode ter influenciado uma maior capacidade para acimulo de biomassa
para essa cultivar. Gomide (2004) avaliou a influéncia do numero de subcultivos na
aclimatizagao e verificou nas mudas de morangueiro cvs. Oso Grande ¢ Vila Nova, uma
tendéncia de diminuir a biomassa da parte aérea até o oitavo subcultivo in vitro e um
aumento da biomassa nas plantulas subcultivadas por dez vezes. Segundo a autora, as
brotagdes de ambas as cultivares quando subcultivadas por trés vezes apresentaram alta
taxa de multiplicagdo e, por isso, as mudas podem ter utilizado grande parte da energia
na emissdo de novos brotos em detrimento do crescimento.

Tabela 6. Valores médios de massa fresca da parte aérea de plantas das cultivares
Aromas, Camarosa ¢ Camino Real em avaliagdo a campo apds serem submetidas a trés
e doze subcultivos. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Subcultivos Cultivares - -
Aromas Camarosa Camino Real Média
3 11,41 Ba 17,33 Ab 13,61 Aa 14,12 a
12 10,40 Ba 23,72 Aa 11,54 Ba 15,22 a
Média 10,91 B 20,52 A 12,58 B

Médias seguidas de mesma letra maitscula, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
(5%) e letras minusculas, nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, com base no teste F (5%).

Tabela 7. Valores médios de massa seca da parte aérea de plantas das cultivares
Aromas, Camarosa ¢ Camino Real em avaliagdo a campo apds serem submetidas a trés
e doze subcultivos. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Subcultivos Cultivares - -
Aromas Camarosa Camino Real Média
3 2,17 Ba 3,53 Ab 2,83 Aa 2,84 a
12 2,16 Ba 4,44 Aa 2,37 Ba 2,99 a
Média 2,16 A 3,99 A 2,59 A

Médias seguidas de mesma letra maitscula, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
(5%) e letras minusculas, nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, com base no teste F (5%).
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Para as caracteristicas massas fresca ¢ seca da raiz nao houve diferengas
significativas entre os dois niveis de subcultivos. Nao houve interacdo significativa
entre subcultivos e gendtipos. O teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% mostrou
que houve diferenca significativa entre as cultivares em relagdo as médias das duas
caracteristicas, sendo a cv. Camarosa a que apresentou maiores valores médios de
massas fresca e seca da raiz (Tabelas 8 e 9). Segundo Gomide (2004), durante a
aclimatizacdo a massa fresca e seca das raizes das mudas das cultivares de morangueiro
Oso Grande e Vila Nova, produzidas nos diferentes subcultivos in vitro, variou segundo
um comportamento quadratico. Foi verificada a menor biomassa da raiz em mudas
subcultivadas por seis vezes e a maior biomassa da raiz em mudas subcultivadas por dez
vezes.

Tabela 8. Valores médios de massa fresca da raiz de plantas das cultivares Aromas,
Camarosa e Camino Real em avaliacdo a campo apds serem submetidas a trés e doze
subcultivos. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Subcultivos Cultivares - -
Aromas Camarosa Camino Real Média
3 2,57 Ba 4,41 Aa 2,41 Ba 3,13a
12 2,47 Ba 4,79 Aa 2,33 Ba 3,20 a
Média 2,52 B 4,59 A 2,37B

Médias seguidas de mesma letra maitscula, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
(5%) e letras minusculas, nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, com base no teste F (5%).

Tabela 9. Valores médios de massa seca da raiz de plantas das cultivares Aromas,
Camarosa e Camino Real em avaliacdo a campo apds serem submetidas a trés e doze
subcultivos. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Subcultivos Cultivares - -
Aromas Camarosa Camino Real Média
3 0,40 Ba 0,68 Aa 0,42 Ba 0,50 a
12 0,42 Ba 0,77 Aa 0,40 Ba 0,53 a
Média 0,41 B 0,73 A 0,41 B

Médias seguidas de mesma letra maitscula, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
(5%) e letras minusculas, nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, com base no teste F (5%).

Para a variavel altura da parte aére ao teste de Tukey ao nivel de significancia de
5% mostrou a existéncia de superioridade da cultivar Camarosa (15,76 cm), ndo
havendo diferenga significativa entre as cultivares Camarosa ¢ Camino Real (Tabela
10). Nao houve diferenca significativa entre os dois niveis de subcultivos. Este resultado
foi diferente ao observado na andlise da variavel altura da parte aérea apds o periodo de
aclimatizacgao.

Nao houve interagdo significativa entre subcultivos e gendtipos. No entanto, a
decomposicdo de subcultivo dentro de gendtipo mostrou que houve diferenca
significativa entre os subcultivos para a cv. Camarosa, apresentando maior valor médio
de altura da parte aérea de 16,91 cm com 12 subcultivos. Vidal et al. (2007) realizaram
a caracterizagdo morfoldgica de cultivares de morangueiro. Estes autores verificaram
que as plantas das cultivares Aromas e Camarosa apresentaram maior altura de 16,1 e
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15,6 cm, respectivamente e a cv. Camino Real apresentou menor altura das plantas de
12,9 cm.

Tabelal0. Valores médios da altura da parte aérea de plantas das cultivares Aromas,
Camarosa e Camino Real em avaliacdo a campo apos serem submetidas a trés e doze
subcultivos. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Subcultivos Cultivares - -
Aromas Camarosa Camino Real Média
3 13,32 Aa 14,62 Ab 13,70 Aa 13,88 a
12 12,91 Ba 16,91 Aa 14,46 Aa 14,76 a
Média 13,11 B 15,76 A 14,08 A

Médias seguidas de mesma letra maiuscula, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
(5%) e letras minusculas, nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, com base no teste F (5%).

Para a caracteristica comprimentoda raiz, nao houve diferenca significativa nem
entre as médias das trés cultivares nem entre os dois niveis de subcultivos, ndo havendo
tampouco interagdo significativa entre subcultivos e gendtipos. O teste de Tukey, ao
nivel de significancia de 5% mostrou que ndo houve diferenga significativa entre as
cultivares (Tabela 11).

Tabela 11. Valores médios do comprimento da raiz de plantas das cultivares Aromas,
Camarosa e Camino Real em avaliacdo a campo apo6s serem submetidas a trés e doze
subcultivos. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Subcultivos Cultivares ; -
Aromas Camarosa Camino Real Média
3 19,27 Aa 18,46 Aa 18,49 Aa 18,74 a
12 19,77 Aa 19,74 Aa 18,27 Aa 19,26 a
Média 19,52 A 19,10 A 18,38 A

Médias seguidas de mesma letra maiuscula, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
(5%) e letras minusculas, nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, com base no teste F (5%).

Em relacdo a média das cultivares para o nimero de estoldes, o teste de Tukey
ao nivel de significancia de 5% mostrou que houve diferencga significativa entre as
cultivares, sendo a cv. Camarosa a que apresentou maior nimero de estoldes (Tabela
12). Nao houve diferencga significativa entre os dois niveis de subcultivos. Nao houve
interagdo significativa entre subcultivos e genotipos.

Neste trabalho, os estoldes ndo foram eliminados para que fossem realizadas
avaliacdes do niimero de estoldes por planta. De acordo com Miranda & Fernandes
(2001), a produgao de estoldes intensifica-se quando a temperatura sobe e os dias
ultrapassam 12 horas de luz. Segundo esses autores, ¢ necessario proceder-se a
eliminacdo destes estoloes a medida que vao surgindo, porque limitam o
desenvolvimento da parte aérea, reduzindo a formagdo de coroas secundarias e
debilitam as plantas, que acabam por ter uma producao mais reduzida e frutos de menor
tamanho.
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No campo, uma das principais caracteristicas de plantas de morangueiro
micropropagadas ¢ o grande nimero de emissdes de estoldoes. No inicio do verao, os
estoldes emitidos sdo mais curtos e mais finos que os formados em plantas normais. Ao
final da fase vegetativa, as mudas obtidas a partir de plantas micropropagadas sao
idénticas as convencionais, apenas o numero de estoldes por planta-mae pode ser
diferente. Essa capacidade de produzir maiores quantidades de estoldes desaparece
durante o segundo ano de produgdo. Este aumento do nimero de estoldes no primeiro

ano de producao ¢ muito importante para cultivares de safra permanente, que sao
geralmente pobres produtores de estoldes (BOXUS, 1999).

Tabela 12. Valores médios do nimero de estoloes das cultivares Aromas, Camarosa e
Camino Real em avaliagdo a campo apos serem submetidas a trés e doze subcultivos.
UFRRYJ, Seropédica, RJ, 2009.

Subcultivos Cultivares - -
Aromas Camarosa Camino Real Média
3 4,26 Ba 5,83 Aa 4,81 Aa 497 a
12 3,94 Ba 5,98 Aa 5,09 Aa 5,00 a
Média 4,10 B 591 A 495 B

Médias seguidas de mesma letra maitscula, nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey
(5%) e letras minusculas, nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, com base no teste F (5%).

Na analise das variaveis massas fresca e seca da parte aérea, foi verificado que
nao houve diferenca em termos de variagdo entre os subcultivos trés e doze para as
cultivares Aromas e Camarosa. Para a cultivar Camino Real houve diferenca
significativa em termos de variagao entre os dois niveis de subcultivos. De acordo com
o teste F, as maiores variagdes foram observadas nas plantas submetidas a trés
subcultivos (Tabela 13).

Em relagdo as massas fresca e seca da raiz ndo houve diferenca significativa em
termos de variacao entre os dois niveis de subcultivos para a cultivar Aromas. Para a
cultivar Camarosa, houve diferenga significativa na variagdo da massa fresca da raiz
entre os dois niveis de subcultivos, entretanto, ndo ocorreu variagdo na massa seca da
raiz. Foi observado que a variacdo nas massas fresca e seca da raiz foram maiores nas
plantas com trés subcultivos do que doze para estas cultivares. Para a cv. Camino Real
houve diferenca significativa na variacdo das massas fresca e seca da raiz entre os dois
niveis de subcultivos. As maiores variagdes foram observadas nas plantas submetidas a
trés subcultivos (Tabela 13).

De acordo com o teste F (Tabela 13), ndao houve diferenga significativa em
termos de variag@o na altura das plantas entre os subcultivos para as cultivares Aromas e
Camino Real. Para a cv. Camarosa houve variacao em termos de altura da parte da aérea
entre os dois niveis de subcultivos, sendo a maior variagdo observada nas plantas
submetidas a trés subcultivos.

Uma explicacdo poderia ser devido a uma provavel selecdo dos explantes mais
vigorosos durante os trés ciclos de subcultivos ou que o menor nimero de subcultivos
ndo foi suficiente para garantir a estabilidade genética dos explantes para estas
caracteristicas na cultivar Camino Real. Jain (1997) estudou a variacdo somaclonal em
plantas ornamentais de Begonia e Saintpaulia micropropagadas em apenas trés ciclos de
subcultivos e verificou que ¢ dificil predizer o niumero de ciclos de micropropagagao
quando a estabilidade genética da caracteristica nimero de flores por planta podera ser
perdida.

31



Um aspecto que ndo pode deixar de ser considerado ¢ que as plantas submetidas
a trés e doze subcultivos apesar de serem originarias do mesmo local e dos mesmos
gendtipos foram produzidas em épocas diferentes.

Para a variavel comprimento da raiz o teste F indica que houve diferenca
significativa em termos da variacdo entre os dois niveis de subcultivos para a cultivar
Aromas, sendo a maior variagdo observada nas plantas submetidas a 12 subcultivos. As
cvs. Camarosa e Camino Real ndo apresentaram diferencas significativas na varia¢do do
comprimento da raiz entre os dois niveis de subcultivos (Tabela 13).

Quanto ao numero de estoldes por planta, somente a cultivar Camarosa
apresentou diferenca significativa em termos de variagdo no nimero de estoldes entre os
dois niveis de subcultivos, sendo a maior variagdo observada nas plantas subcultivadas
por trés vezes (Tabela 13).

Tabela 13. Valores das varidncias dentro das cultivares Aromas, Camarosa ¢ Camino
Real e dos subcultivos trés e doze e teste F para as caracteristicas massa fresca da parte
aérea (MFPA); massa seca da parte aérea (MSPA); massa fresca da raiz (MFR); massa
seca da raiz (MSR); altura da parte aérea (APA), comprimento da raiz (CR); nimero de
estoldes (NE). UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Cultivar
Aromas Camarosa Camino Real
Subcultivo Subcultivo Subcultivo

Caracteristica 3 12 F 3 12 F 3 12 F
MFPA 14,60 11,92 1,23 1is 60,97 78,98 1,31is 49,82 20,66 2,41 **
MSPA 0,57 0,56 1,021is 2,57 2,29  1,121is 222 0,80 2,776 **
MFR 0,98 1,03 1,061is 396 228 1,74*% 1,63 0,84 1,94 **
MSR 0,02 0,04 1,541s 0,15 0,12 1,311s 0,06 0,03 2,19 **
APA 3,68 493 1,341s 6,95 390 1,78 * 6,05 5,04 12ns
CR 12,79 23,91 1,87 * 13,11 8,61 1,521is 11,59 793 1,461s
NE 1,42 1,85 1,311is 5,78 2,01 2,88 ** 3,81 284 1,341ns

* Significativo ao nivel de 5% de probablidade (Teste F).
** Significativo ao nivel de 1% de probablidade (Teste F).
fis — ndo significativo

Foi verificada maior estabilidade em termos de variacdo para a cultivar Aromas
em comparagdo com as outras cultivares, pois apresentou menor numero de
caracteristicas morfologicas com variagao dentro dos subcultivos.

Segundo Gaafar & Saker (2006), as vezes ¢ dificil diferenciar a variabilidade
somaclonal permanente das mudangas epigenéticas transientes. Estas mudancas
epigenéticas podem incluir expressodes transientes ou modificagdes de uma caracteristica
vegetal. De acordo com Jain (1997), a estabilidade das caracteristicas nos somaclones ¢
muito dependente se a caracteristica surge como um resultado de alteracdes genéticas ao
invés de mudangas epigenéticas. Entretanto, ¢ bastante dificil descobrir estas alteragdes
nas geracdes micropropagadas.
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Lopes-Arandaet al. (1994) transplantaram para o campo plantas de morangueiro
das cultivares Chandler e Douglas, oriundas de oito subcultivos in vitro e ndo foram
observadas plantas anormais. Este estudo indicou que provavelmente ambas as
cultivares sdao bastante estaveis € que nao ha nenhum risco em usar plantas, de material
micropropagado.

Neste trabalho, somente a caracteristica altura da parte aérea apds a fase de
aclimatizacdo apresentou diferenca estatistica entre os subcultivos. Estes resultados
estdo de acordo com os observados por Gomide (2004). Esta autora sugere que a falta
de diferencas significativas nas caracteristicas fenotipicas das cultivares estudadas nos
diferentes ciclos de subcultivos pode ter sido devido ao pequeno numero de ciclos de
subcultivos estudados (dois a dez). Segundo Rancillac & Nourisseau (1989), ndo foram
observadas diferengas no comportamento de campo em plantas de morango regeneradas
com quatro e dezenove subcultivos.

4.4. Avaliacdo a campo de variacdo somaclonal com marcadores morfologicos e
agrondomicos de morango — caracteristicas qualitativas

Embora caracteres morfoldgicos de morango ndo sejam substanciais para o
estudo da variabilidade inter-cultivares, foi identificado um grupo de caracteristicas que
podem ser utilizadas para identificar uma determinada cultivar entre outras estudadas.
Esses caracteres incluem: caracteristicas da fase vegetativa como: ondulagdo da folha,
comprimento, largura e forma da base e forma do recorte do foliolo terminal, além de
caracteristicas da fase reprodutiva (NIELSEN & LOVELL, 2000).

A tabela 14 mostra a frequéncia da caracteristica forma da planta dos tipos
globosa (G) ou globosa achatada (GA) para as diferentes combinagdes entre as
cultivares e o numero de subcultivos das quais estas plantas resultaram. Observou-se
uma acentuada predominancia da forma da planta do tipo globosa achatada em todas as
combinagdes (Figura 10a). Na combinagdao ‘Camarosa’ submetida a doze subcultivos,
foi observado um predominio do tipo globosa achatada e também um grande numero de
plantas com a forma globosa (Figura 10b). O valor do y* de 48,19 para esta analise de
frequéncias foi altamente significativo indicando que a forma da planta ¢ influenciada
pelas classes apresentadas, contudo, a tabela apresenta alguns valores zero para
frequéncia observada, o que torna o resultado do ¥* tendencioso. Nestes casos,
aconselha-se unir as classes com frequéncias muito baixas, o que foi feito unindo os

subcultivos em cada genotipo (Tabela 16) ou as cultivares em cada subcultivo (Tabela
17).
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Tabela 14. Frequéncia da caracteristica forma da planta, tipo globosa (G) ou globosa
achatada (GA), para os gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real, submetidos a trés
e doze subcultivos, e o valor correspondente de y>. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Forma da planta

Genotipo Subcultivo Soma

G GA
3 3 60 63
Aromas 12 0 54 54
Camar 3 4 55 59
amarosa 12 16 44 60
. 3 1 56 57
Camino Real 12 0 59 59
Soma 24 328 352

1= 48,19 **

Figura 10. Planta da cultivar Aromas submetida a trés subcultivos apresentando a
forma da planta do tipo globosa achatada (a) e; Planta da cultivar Camarosa submetida a
doze subcultivos apresentando a forma da planta do tipo globosa (b).
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A tabela 15 mostra as frequéncias da forma da planta para as trés cultivares.
Neste caso, existem frequéncias observadas baixas o que pode gerar uma
tendenciosidade. Nota-se que a cv. Camarosa apresenta uma distribuicdo diferente das
cultivares Aromas e Camino Real o que foi corroborado com o valor de y* de 28,50,
altamente significativo.

Tabela 15. Frequéncia da caracteristica forma da planta, tipo globosa (G) ou globosa
achatada (GA), para as cultivares Aromas, Camarosa ¢ Camino Real e¢ o valor
correspondente de ¥>. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Forma da planta

Genotipo Soma
G GA
Aromas 3 114 117
Camarosa 20 99 119
Camino Real 1 115 116
Soma 23 328 352
= 28,50 **

A tabela 16 mostra a frequéncia da forma da planta para os dois niveis de
subcultivos. O valor de > ndo foi significativo (3,16), o que permite afirmar que a
distribuicao das frequéncias da forma da planta ndo variou entre o 3° € o 12° subcultivo.

Tabela 16. Frequéncia da caracteristica forma da planta, tipo globosa (G) ou globosa
achatada (GA), para os subcultivos trés e doze e o valor correspondente de y>. UFRRJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Forma da planta

Subcultivo Soma
G GA
3 8 171 179
12 16 157 173
Soma 24 328 352
¥ =3,16is

Para melhor entendimento sobre o comportamento das frequéncias em relagdo a
cultivares e subcultivos foi feita a divisao das frequéncias para subcultivos dentro de
cada cultivar (Tabela 17). Embora as cultivares Aromas e¢ Camino Real tenham
apresentado valor zero na frequéncia observada, tornando os resultados tendenciosos
(ndo confiaveis), estes ndo foram significativos. O teste > para subcultivo dentro da cv.
Camarosa apresentou valor altamente significativo de 8,41 (teste confidvel), indicando
que para esta cultivar houve uma variagao significativa na frequéncia da forma da planta
globosa e globosa achatada entre os subcultivos trés e doze.
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Tabela 17. Frequéncia da caracteristica forma da planta, tipo globosa (G) ou globosa
achatada (GA), dentro dos genotipos Aromas, Camarosa e Camino Real, submetidos a
trés e doze subcultivos e os valores correspondentes de ¥>. UFRRJ, Seropédica, RJ,
20009.

Genotipo
) Aromas Camarosa Camino Real
Subcultivo
G GA Soma G GA Soma G GA Soma
3 3 60 63 4 55 59 1 56 57
12 0 54 54 16 44 60 0 59 59
Soma 2 114 117 20 99 119 1 115 116
v =2,64 iis = 8,41 ** v*= 1,04 iis

A tabela 18 mostra a frequéncia da caracteristica densidade da planta, fraca (3),
média (5) ou forte (7), para as diferentes combinacdes entre os gendtipos € o nimero de
subcultivos. Nas combinagdes entre as cultivares Aromas ¢ Camino Real e os dois
niveis de subcultivos observa-se um predominio de plantas apresentando densidade
fraca; no entanto, foi observado um grande nimero de plantas apresentando densidade
média. Ao contrario, na combina¢do ‘Camarosa’ nos dois niveis de subcultivos, houve
um predominio de plantas apresentando densidade forte; contudo, apresentou 16 plantas
com densidade média. Nota-se uma distribuicdo de frequéncias diferenciada entre as
cultivares confirmado pelo teste de ¥* de 89,29, altamente significativo, indicando que a
densidade da planta ¢ influenciada pelas classes apresentadas.

Tabela 18. Frequéncia da caracteristica densidade da planta, fraca (3), média (5) ou
forte (7), para os genodtipos Aromas, Camarosa e Camino Real, submetidos a trés e doze
subcultivos, e o valor correspondente de ¥>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Densidade da planta
Genotipo Subcultivo Soma
3 5 7

Aromas 3 32 24 7 63
12 34 17 3 54

Camarosa 3 14 19 26 59
12 7 25 28 60

. 3 24 27 6 57
Camino Real 12 33 25 1 59

Soma 144 137 71 352

2 = 89,20 **
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A tabela 19 mostra a frequéncia da caracteristica densidade da planta para as trés
cultivares. A cultivar Camarosa apresentou maior numero de plantas com densidade
forte. Este resultado corrobora o trabalho de Vidal er al. (2007), que caracterizaram
morfologicamente cultivares de morango e verificaram que a cultivar Camarosa
apresentou uma forma mais volumosa em relagao as cvs. Aromas e Camino Real.

A cv. Camino Real apresentou distribuicdo semelhante nas frequéncias
observadas para densidade média e fraca. Para a cv. Aromas foi observado maior
numero de plantas com densidade fraca. O valor do teste > para esta tabela foi de 82,96,
altamente significativo, indicando que densidade da planta variou entre as cultivares.

Tabela 19. Frequéncia da caracteristica densidade da planta, fraca (3), média (5) ou
forte (7), para os genotipos Aromas, Camarosa e Camino Real e o valor correspondente
de y*. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Densidade da planta

Genotipo Soma
3 5 7
Aromas 66 41 10 117
Camarosa 21 44 54 119
Camino Real 57 52 7 116
Soma 144 137 71 352
= 82,96 **

A tabela 20 mostra a frequéncia da caracteristica densidade da planta para os
dois niveis de subcultivos. O valor de > ndo foi significativo (0,76), o que permite
afirmar que a distribuicao das frequéncias da forma da planta ndo variou entre o 3° ¢ o
12° subcultivo.

Tabela 20. Frequéncia da caracteristica densidade da planta, fraca (3), média (5) ou
forte (7), para os subcultivos trés e doze e o valor correspondente de y>. UFRRJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Densidade da planta

Subcultivo Soma
3 5 7
3 70 70 39 179
12 74 67 32 173
Soma 144 137 71 352
> =0,76 fis

Para melhor entendimento sobre o comportamento das frequéncias em relacao a
cultivares e subcultivos foi feita a divisdo das frequéncias para subcultivos dentro de
cada cultivar. O teste y* para subcultivo dentro das cvs. Aromas, Camarosa e Camino
Real apresentaram valores ndo significativos de 2,18, 3,22e 5,04, respectivamente,
indicando que ndo houve uma variagdo significativa na frequéncia da densidade da
planta, fraca, média e forte, entre os subcultivos trés e doze (Tabela 21).
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Tabela 21. Frequéncia da caracteristica densidade da planta, fraca (3), média (5) ou
forte (7), dentro dos gendtipos Aromas, Camarosa e Camino Real, submetidos a trés e
doze subcultivos e os valores correspondentes de ¥>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Genotipo
. Aromas Camarosa Camino Real
Subcultivo
5 7 Soma 3 5 7 Soma 3 5 7 Soma
3 32 24 7 63 14 19 26 59 24 27 6 57
12 34 17 3 54 7 25 28 60 33 25 1 59
Soma 66 41 10 117 21 44 54 119 57 52 7 116
v =2,18fis > =3,22 fis > = 5,04 fis

A tabela 22 mostra a frequéncia da caracteristica vigor da planta, fraco (3),
médio (5) ou forte (7), para as diferentes combinagdes entre os gendtipos € o nimero de
subcultivos. Nota-se uma distribuicdo das frequéncias diferenciada entre as cultivares
confirmado pelo teste de y* de 74,83, altamente significativo, indicando que o vigor da
planta ¢ influenciado pelas classes apresentadas.

Tabela 22. Frequéncia da caracteristica vigor da planta, fraco (3), médio (5) ou forte
(7), para os genotipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real, submetidos a trés e doze
subcultivos, e o valor correspondente de ¥>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

) . Vigor da planta
Genotipo Subcultivo Soma
3 5 7
Aromas 3 16 34 13 63
12 11 30 13 54
Camarosa 3 8 11 40 59
12 2 12 46 60
) 3 14 14 29 57
Camino Real 1 7 3 20 59
Soma 58 133 161 352

X2 = 74,83 %%

A tabela 23 mostra as frequéncias da caracteristica vigor da planta para as trés
cultivares. A cultivar Camarosa apresentou maior nimero de plantas com vigor forte. A
cv. Camino Real apresentou distribuicdo semelhante nas frequéncias observadas para
vigor médio e forte. Para a cv. Aromas foi observado maior nimero de plantas com
vigor médio. O valor do teste y> para esta tabela foi de 60,45, altamente significativo,
indicando que a distribui¢ao de freqiiéncias da caracteristica vigor da planta variou entre
as cultivares.
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Tabela 23. Frequéncia da caracteristica vigor da planta, fraco (3), médio (5) ou forte
(7), para os gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real e o valor correspondente de 2.
UFRRYJ, Seropédica, RJ, 2009.

o Vigor da planta
Genotipo Soma
3 5 7
Aromas 27 64 26 117
Camarosa 10 23 86 119
Camino Real 21 46 49 116
Soma 58 133 161 352

1 = 60,45 **

A tabela 24 mostra a frequéncia da caracteristica vigor da planta para os dois
niveis de subcultivos. O valor de ¥? foi significativo (7,23), o que permite afirmar que a
distribuicao das frequéncias do vigor da planta variou entre o 3° € o 12° subcultivo.

Tabela 24. Frequéncia da caracteristica vigor da planta, fraco (3), médio (5) ou forte
(7), para os subcultivos trés e doze e o valor correspondente de ¥>. UFRRJ, Seropédica,
RJ, 2009.

Vigor da planta
Subcultivo Soma
3 5 7
3 38 59 82 179
12 20 74 79 173
Soma 58 133 161 352
v =723%

Para melhor entendimento sobre o comportamento das frequéncias em relagdo a
cultivares e subcultivos foi feita a divisao das frequéncias para subcultivos dentro de
cada cultivar. O teste y*> para subcultivo dentro das cvs. Aromas e Camarosa
apresentaram valores nao significativos de 0,49 e 4,05, respectivamente, indicando que
ndo houve uma variagao significativa na frequéncia do vigor da planta, fraco, médio e
forte, entre os subcultivos trés e doze. Para a ‘Camino Real’ o teste y* apresentou valor
significativo de 10,99, altamente significativo. Este resultado indica que para esta
cultivar houve uma variagao significativa na frequénciade plantas com diferentes niveis
de vigor entre os subcultivos trés e doze (Tabela 25).
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Tabela 25. Frequéncia da caracteristica vigor da planta, fraco (3), médio (5) ou forte
(7), dentro dos genotipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real, submetidos a trés e doze
subcultivos e os valores correspondentes de x>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Genotipo

Aromas Camarosa Camino Real

Subcultivo
5 7 Soma 5 7 Soma 3 5 7 Soma

3
3 16 34 13 63 & 11 40 59 14 14 29 57
12 11 30 13 54 2 12 46 60 7 32 20 59

Soma 27 64 26 117 10 23 86 119 21 46 49 116

x?=0,49 fis x*=4,051s x?=10,99 **

A tabela 26 mostra a frequéncia da caracteristica cor da pagina superior da folha,
verde-médio (3) e verde-escuro (4), para as diferentes combinagdes entre os gendtipos e
o numero de subcultivos. Observa-se uma acentuada predominancia da cor verde-escuro
em todas as combinagdes. O valor do y* para esta tabela de frequéncias foi de 19,36, que
¢ significativo, indicando que a cor da pagina superior da folha ¢ influenciada pelas
classes apresentadas.

Tabela 26.Frequéncia da caracteristica cor da pagina superior da folha, verde-médio (3)
e verde-escuro (4), para os gendtipos Aromas, Camarosa e Camino Real, submetidos a
trés e doze subcultivos,e o valor correspondente de x>. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Forma da planta

Genotipo Subcultivo 3 A Soma
Aroma 3 11 52 63
omas 12 11 43 54
Camarosa 3 26 33 59
0s 12 17 43 60
. 3 10 47 57
Camino Real 12 9 50 59
Soma 84 268 352

2= 19,36 *

A tabela 27 mostra as frequéncias da caracteristica cor da pagina superior da

folha para as trés cultivares. Nota-se que as cultivares Aromas e Camino Real
apresentam uma distribui¢ao diferente da cultivar Camarosa o que foi corroborado com
o valor de > de 16,83, altamente significativo, indicando que a cor da pagina superior
da folha variou entre as cultivares.
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Tabela 27. Frequéncia da caracteristica cor da pagina superior da folha, verde-médio
(3) e verde-escuro (4), para os genotipos Aromas, Camarosa e Camino Real e o valor
correspondente de ¥>. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Cor da pagina superior da folha

Genotipo Soma
3 4
Aromas 22 95 117
Camarosa 43 76 119
Camino Real 19 97 116
Soma 84 268 352
> = 15,09%*

A tabela 28 mostra a frequéncia da caracteristica cor da pagina superior da folha
para os dois niveis de subcultivos. O valor de ¥* ndo foi significativo (1,15), o que
permite afirmar que a distribui¢do das frequéncias cor da pagina superior da folha nao
variou entre o0 3° e 0 12° subcultivo.

Tabela 28. Frequéncia da caracteristica cor da pagina superior da folha, verde-médio

(3) e verde-escuro (4), para os subcultivos trés e doze e o valor correspondente de 2.
UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Cor da pagina superior da folha

Subcultivo Soma
3 4
3 47 132 179
12 37 136 173
Soma 84 268 352

2= 1,15 fis

A divisdo das frequéncias para subcultivos dentro de cada cultivar e seus
respectivos testes y? apresentados na tabela 29 indicaram que n3o houve uma variagao
significativa na frequéncia dos tipos de cor da pagina superior da folha entre os
subcultivos trés e doze em nenhuma das cultivares avaliadas.

Tabela 29. Frequéncia da caracteristica cor da pagina superior da folha, verde-médio
(3) e verde-escuro (4), dentro dos gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real,
submetidos a trés e doze subcultivos e os valores correspondentes de y>. UFRRIJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Genotipo
. Aromas Camarosa Camino Real
Subcultivo
3 4 Soma 3 4 Soma 3 4 Soma
3 11 52 63 26 33 59 10 47 57
12 11 43 54 17 43 60 9 50 59
Soma 22 95 117 43 76 119 19 97 116
> =0,16 s v*=3,19is v*=0,11 fis
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A tabela 30 mostra a frequéncia da forma da sec¢do transversal da folha dos
tipos muito concava (1) e ligeiramente concava (3) para as diferentes combinacdes entre
os gendtipos e o niumero de subcultivos. Observa-se uma acentuada predominancia da
forma muito concava em todas as combinagdes. O valor do y* para esta tabela de
frequéncias foi de 14,49, ndo significativo, indicando que a forma da sec¢do transversal
da folha ndo ¢ influenciada pelas classes apresentadas.

Tabela 30. Frequéncia da caracteristica forma da seccdo transversal da folha, muito
concava (1) ou ligeiramente concava (3), para os genodtipos Aromas, Camarosa e
Camino Real, submetidos a trés e doze subcultivos, e o valor correspondente de y>.
UFRRYJ, Seropédica, RJ, 2009.

Forma da sec¢ao transversal da folha

Genotipo Subcultivo 1 3 Soma
A 3 51 12 63
romas 12 51 3 54
Camarosa 3 >3 6 59
12 51 9 60
) 3 57 0 57
Camino Real 12 51 2 59
Soma 314 38 352

2 = 14,49 fis

A tabela 31 mostra as frequéncias da caracteristica forma da sec¢do transversal
da folha para as trés cultivares. Neste caso, as frequéncias observadas para esta
caracteristica foram mais altas na forma muito concava. O valor do teste y* nao foi
significativo (2,73), indicando que a forma da sec¢do transversal da folha ndo variou
entre as cultivares.

Tabela 31. Frequéncia da caracteristica forma da seccdo transversal da folha, muito
concava (1) ou ligeiramente concava (3), para os genotipos Aromas, Camarosa e
Camino Real e o valor correspondente de y>. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Forma da sec¢ao transversal da folha

Genotipo Soma
1 3
Aromas 102 15 117
Camarosa 104 15 119
Camino Real 108 8 116
Soma 314 38 352
x2=2,73 s

A tabela 32 mostra a frequénciada caracteristica forma da seccdo transversal da
folha para os dois niveis de subcultivos. Neste caso, o valor de ¥* de 0,21 nao foi
significativo, indicando que a distribuicdo das frequéncias da caracteristica forma da
seccao transversal da folha ndo variou entre os dois niveis de subcultivos.
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Tabela 32. Frequéncia da caracteristica forma da sec¢do transversal da folha, muito
concava (1) ou ligeiramente concava (3), para os subcultivos trés e doze e o valor
correspondente de ¥>. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Forma da seccao transversal da folha

Subcultivo Soma
1 3
3 161 18 179
12 153 20 173
Soma 314 38 352
> =0,21 fis

Na tabela 33 foi feita a divisdo das frequéncias para subcultivos dentro de cada
cultivar. O teste y*> para subcultivo dentro das cvs. Aromas ¢ Camarosa apresentou
valores ndo significativos de 4,73 e 0,63, respectivamente, indicando que nao houve
uma variagao significativa na frequéncia da forma da seccao transversal da folha, muito
concava, ou ligeiramente cOncava, entre os subcultivos trés e doze. Embora a cv.
Camino Real tenha apresentado teste x> de 8,30, que foi significativo, apresentou valor
zero na frequéncia observada, tornando este resultado tendencioso.

Tabela 33. Frequéncia da caracteristica forma da sec¢do transversal da folha, muito
concava (1) ou ligeiramente concava (3), dentro dos genotipos Aromas, Camarosa e
Camino Real, submetidos a trés e doze subcultivos e os valores correspondentes de x>
UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Genotipo
. Aromas Camarosa Camino Real
Subcultivo
3 Soma 1 3 Soma 1 3 Soma
3 51 12 63 53 6 59 57 0 57
12 51 3 54 51 9 60 51 8 59
Soma 102 15 117 104 15 119 108 8 116
> =4,73 is = 0,63 fis = 8,30 *

A tabela 34 mostra a frequénciada caracteristica ondula¢ao da folha, nula ou
muito fraca (1) e fraca (3) para as diferentes combinagdes entre os gendtipos € 0 nimero
de subcultivos. Na combinagdo ‘Camarosa’ submetida a doze subcultivos, predominou
o tipo de ondulagdo fraca. O valor do ¥* para esta tabela de frequéncias foi de 80,01 que
¢ altamente significativo indicando que a caracteristica ondulacdo da folha ¢
influenciada pelas classes apresentadas.
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Tabela 34. Frequéncia da caracteristica ondulacdo da folha, nula ou muito fraca (1) e
fraca (3), para os genotipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real, submetidos a trés e doze
subcultivos e o valor correspondente de ¥>. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Ondulagao da folha
Genotipo Subcultivo
1 3 Soma
Aromas 3 48 15 63
12 41 13 54
Camarosa 3 17 42 59
12 7 53 60
Camino Real 3 28 29 57
12 22 37 59
Soma 163 189 352
x?=80,01**

A tabela 35 mostra as frequéncias da caracteristica ondulagcdo da folha para as
trés cultivares. Neste caso, as maiores frequéncias observadas foram para a
caracteristica ondula¢ao nula ou muito fraca. O valor de ¥* de 74,86, foi altamente
significativo, indicando que a ondulagdo da folha variou entre as cultivares.

Tabela 35. Frequéncia da caracteristica ondulacdo da folha, nula ou muito fraca (1) e
fraca (3), para os gen6tipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real e o valor correspondente
de y*. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Ondulacao da folha
Genotipo Soma
1 3
Aromas 89 28 117
Camarosa 24 95 119
Camino Real 50 66 116
Soma 163 189 352

1= T4,86 **

A tabela 36 mostra a frequéncia da caracteristica ondulagdo da folha para os dois
niveis de subcultivos. O valor de ¥? foi significativo (4,67), o que permite afirmar que a
distribui¢do das frequéncias da caracteristica ondulagdo da folha variou entre o 3° e o
12° subcultivo.

44



Tabela 36. Frequéncia da caracteristica ondulagdo da folha, nula ou muito fraca (1),
fraca (3), para os subcultivos trés e doze e o valor correspondente de y¥>. UFRRI,
Seropédica, RJ, 2009.

Ondulagao da folha
Subcultivo Soma
1 3
3 93 86 179
12 70 103 173
Soma 163 189 352

©=4,67%

A divisdo das frequéncias para subcultivos dentro de cada cultivar e seus
respectivos testes y? apresentados na tabela 37, indicaram que nao houve uma variagao
significativa na frequéncia da caracteristica ondulacdo da folha, entre os subcultivos trés
e doze para as cultivares Aromas e Camino Real. Para a cv. Camarosa o teste >
apresentou valor de 5,43, significativo, indicando que para esta cultivar houve uma
variacdo significativa na frequéncia da caracteristica ondulagdo da folha entre os
subcultivos trés e doze.

Tabela 37. Frequéncia da caracteristica ondulagdo da folha, nula ou muito fraca (1),
fraca (3) ou média (5), dentro dos gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real,
submetidos a trés e doze subcultivos e os valores correspondentes de x>. UFRRIJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Genotipo
Subcultivo Aromas Camarosa Camino Real
1 3 Soma 1 3 Soma 1 3 Soma
3 48 15 63 17 42 59 28 29 57
12 41 13 54 7 53 60 22 37 59
Soma &9 28 117 24 95 119 50 66 116
> =0,001 fis =543 * > = 1,66 fis

A tabela 38 mostra a frequéncia da caracteristica brilho da folha, fraco (3) e
médio (5), para as diferentes combinagdes entre os gendtipos € o nimero de subcultivos.
Observa-se uma acentuada predominancia da caracteristica brilho da folha médio em
todas as combinagdes. O valor do y? para esta tabela de frequéncias foi de 21,38 que ¢
altamente significativo, indicando que a caracteristica brilho da folha ¢ influenciada
pelas classes apresentadas.
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Tabela 38. Frequéncia da caracteristica brilho da folha, fraco (3) e médio (5), para os
genotipos Aromas, Camarosa e Camino Real, submetidos a trés e doze subcultivos, e o
valor correspondente de ¥>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Brilho da folha
Genotipo Subcultivo 3 p Soma
Aroma 3 12 51 63
omas 12 17 37 54
Camarosa 3 14 45 59
08 12 12 48 60
) 3 13 44 57

Camino Real 12 30 29 59

Soma 98 254 352

1 =2138**

A tabela 39 mostra as frequéncias da caracteristica brilho da folha para as trés
cultivares. Observa-se um predominio de plantas com brilho médio na folha para as trés
cultivares, no entanto, o valor do y* para esta tabela de frequéncias foi de 7,58,
significativo, indicando que a caracteristica brilho da folha ¢ influenciada pelas classes
apresentadas.

Tabela 39. Frequéncia da caracteristica brilho da folha, fraco (3) e médio (5), para os
gendtipos Aromas, Camarosa e Camino Real e o valor correspondente de y>. UFRRIJ,
Seropédica, RJ, 2009.

_ Brilho da folha
Genotipo Soma
3 5
Aromas 29 88 117
Camarosa 26 93 119
Camino Real 43 73 116
Soma 98 254 352

=758 *
A tabela 40 mostra a frequéncia da caracteristica brilho da folha para os dois

niveis de subcultivos. O valor de ¥? foi significativo (6,64), o que permite afirmar que a
distribui¢do das frequéncias do brilho da folha variou entre o 3° e 0 12° subcultivo.
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Tabela 40. Frequéncia da caracteristica brilho da folha, fraco (3) e médio (5), para os
subcultivos 3 e 12 e o valor correspondente de ¥>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Brilho da folha
Subcultivo Soma
3 5
3 39 140 179
12 59 114 173
Soma 98 254 352

12 = 6,64 *

A divisdo das frequéncias para subcultivos dentro de cultivares e seus
respectivos testes > apresentados na tabela 41 indicaram que nao houve uma variagao
significativa na frequéncia da caracteristica brilho da folha entre os subcultivos trés e
doze para as cvs. Aromas ¢ Camarosa. Para a cultivar Camino Real o teste y* apresentou
valor de 9,77, altamente significativo, indicando que para esta cultivar houve uma
variacao significativa na frequéncia da caracteristica brilho da folha entre os subcultivos
trés e doze.

Tabela 41. Frequéncia da caracteristica brilho da folha, fraco (3) e médio (5), dentro
dos genotipos Aromas, Camarosa e Camino Real, submetidos a trés e doze subcultivos e
os valores correspondentes de ¥>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Genotipo
Subcultivo Aromas Camarosa Camino Real
3 5 Soma 3 5 Soma 3 5 Soma
3 12 51 63 14 45 59 13 44 57
12 17 37 54 12 48 60 30 29 59
Soma 29 88 117 26 93 119 43 73 116
> =2,41 fis > = 0,24 fis W =9,77 **

A tabela 42 mostra a frequéncia da caracteristica relagdo comprimento/largura
do foliolo terminal, tdo comprida como larga (2) ou mais comprida do que larga (3),
para as diferentes combinagdes entre os genotipos € o numero de subcultivos. Observa-
se uma diferenciada distribuicdo das frequéncias entre as cultivares. Na combinagao
‘Camarosa’ nos dois niveis de subcultivos, predominou o tipo, mais comprida do que
larga, apresentando também plantas com o tipo, tdo comprida como larga na
combinacdo com trés subcultivos, no entanto, para as cvs. Aromas ¢ Camino Real
verificou-se um predominio do tipo tdo comprida como larga e, também apresentaram
plantas com o tipo, mais comprida do que larga. O valor do y* para esta tabela de
frequéncias foi de 92,09 que ¢ altamente significativo indicando que a caracteristica
relacdo comprimento/largura do foliolo terminal ¢ influenciada pelas classes
apresentadas. No entanto, a tabela apresentou valor zero para frequéncia observada, o
que torna o resultado do x* tendencioso (ndo confiavel). Nestes casos, aconselha-se unir
as classes com frequéncias muito baixas, o que foi feito unindo os subcultivos em cada
genotipo (Tabela 44) ou os genotipos em cada subcultivo (Tabela 45).
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Tabela 42. Frequéncia da caracteristica relagdo comprimento/largura do foliolo
terminal, tdo comprida como larga (2) ou mais comprida do que larga (3), para os
gendtipos Aromas, Camarosa e Camino Real, submetidos a trés e doze subcultivos, € o
valor correspondente de y>. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Relag¢do comprimento/largura

Genotipo Subcultivo Soma
2 3

Aromas 3 45 18 63
12 30 24 54
Camarosa 3 14 45 >9
12 0 60 60
) 3 30 27 57
Camino Real 12 39 20 59
Soma 158 194 352

x* = 92,09

A tabela 43 mostra as frequéncias da relagdo comprimento/largura do foliolo
terminal para as trés cultivares. As frequéncias mais altas observadas para esta
caracteristica foram no tipo, mais comprida do que larga para a cv. Camarosa e no tipo
tdo comprida do que larga para as cvs. Aromas ¢ Camino Real. Nielsen & Lovell
(2000), estudando caracteres morfoldgicos para identificagdo de cultivares de morango,
verificou a mesma caracteristica do foliolo terminal, mais comprido do que largo para a
cultivar Camarosa. Vidal ef al. (2007) observaram que as cultivares Aromas, Camarosa
e Camino Real apresentaram a largura e o comprimento do foliolo terminal
semelhantes, caracterizando o foliolo destas cultivares como do tipo tdo comprido
quanto largo.

Em termos de variagdo, Nehra et al. (1992) ndo verificou diferenca significativa
na caracteristica relacdo comprimento/largura do foliolo terminal entre plantas
regeneradas de morango cv. Redcoat a partir de calos em diferentes tempos de cultivo in
Vitro.

Nota-se que as trés cultivares apresentam uma distribuicdo diferenciada na
frequéncia observada corroborado pelo valor de ¥* de 80,22, altamente significativo.

Tabela 43. Frequéncia da caracteristica relacdo comprimento/largura do foliolo
terminal, tdo comprida como larga (2) ou mais comprida do que larga (3), para os
genotipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real e o valor correspondente de y>. UFRRIJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Relag¢do comprimento/largura

Genotipo Soma
2 3
Aromas 75 42 117
Camarosa 14 105 119
Camino Real 69 47 116
Soma 158 194 352
x? = 80,22 **
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A tabela 44 mostra a frequéncia relagdo comprimento/largura do foliolo terminal
para os dois niveis de subcultivos. Apresenta o valor de y* de 3,44, ndo significativo, o
que permite afirmar que a distribui¢do das frequéncias da relagdo comprimento/largura
do foliolo terminal ndo variou entre o 3° e o 12° subcultivos.

Tabela 44. Frequéncia da caracteristica relacdo comprimento/largura do foliolo
terminal, tdo comprida como larga (2) ou mais comprida do que larga (3), para os
subcultivos trés e doze e o valor correspondente de y>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Relagao comprimento/largura

Subcultivo Soma
2 3
3 89 90 179
12 69 104 173
Soma 158 194 352
¥ = 3.,441is

Para melhor entendimento sobre o comportamento das frequéncias em relagdo a
cultivares e subcultivos foi feita a divisao das frequéncias para subcultivos dentro de
cada cultivar. As cultivares Aromas e Camino Real apresentaram valor do y* ndo
significativos de 3,18 e de 2,18, respectivamente. A ‘Camarosa’ apresentou valor de >
de 16,14, altamente significativo, no entanto, apresentou valor zero na frequéncia
observada, tornando este resultado tendencioso (Tabela 45).

Tabela 45. Frequéncia da caracteristica relacdo comprimento/largura do foliolo
terminal, tdo comprida como larga (2) ou mais comprida do que larga (3), dentro dos
genotipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real, submetidos trés e doze subcultivos e os
valores correspondentes de y>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Genotipo
Subcultivo Aromas Camarosa Camino Real
2 3 Soma 2 3 Soma 2 3 Soma
3 45 18 63 14 45 59 30 27 57
12 30 24 54 0 60 60 39 20 59
Soma 75 42 117 14 105 119 69 47 116
> =3,18 fis > =16,14 ** v =2,18 fis

A tabela 46 mostra a frequéncia da caracteristica forma da base do foliolo
terminal tipos acuneada (1) ou obtusa (2), para as diferentes combinagdes entre as
cultivares e o numero de subcultivos. Observa-se uma acentuada predominancia da
forma acuneada na combinacdo cv. Camarosa nos dois niveis de subcultivos e da forma
obtusa na combinag¢ao ‘Camino Real’ nos dois niveis de subcultivos. Na combinagao cv.
Aromas nos dois niveis de subcultivos observa-se uma predominancia da forma
acuneada. No entanto, observa-se também que um namero razoavel de plantas
apresentou a forma obtusa nos dois niveis de subcultivos. O valor do y? para esta tabela
de frequéncias foi de 129,32 que ¢ altamente significativo indicando que a forma da
base do foliolo terminal ¢ influenciada pelas classes apresentadas.
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Tabela 46. Frequéncia da caracteristica forma da base do foliolo terminal, tipos
acuneada (1) ou obtusa (2), para os genotipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real,
submetidos a trés e doze subcultivos, e o valor correspondente de y*> UFRRIJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Forma da base do foliolo terminal

Genotipo Subcultivo | 5 Soma
Aroma 3 34 29 63
omas 12 32 22 54
Camarosa 3 50 9 59
08 12 53 7 60
) 3 7 50 57

Camino Real 12 3 51 59

Soma 184 168 352

2= 129,32 **

A tabela 47 mostra a frequéncia da caracteristica forma da base do foliolo
terminal para as trés cultivares. Para as cultivares Aromas ¢ Camarosa foram verificadas
que as frequéncias observadas para a caracteristica forma da base do foliolo terminal do
tipo acuneada foram mais altas. Este resultado ¢ contrario ao observado por Nielsen &
Lovell (2000), que na identificagdo de cultivares de morango utilizando caracteres
morfologicos caracterizaram as plantas da cultivar Camarosa com a forma da base do
foliolo terminal do tipo obtusa.

Para a cv. Camino Real verificou-se uma distribui¢do de frequéncias diferente
das cvs. Aromas e Camarosa, pois apresentou uma predominancia acentuada da forma
da base do foliolo terminal do tipo obtusa. O valor do teste de y* de 128,83, altamente
significativo, indicou que a forma da base do foliolo terminal variou entre as cultivares.

Tabela 47. Frequéncia da caracteristica forma da base do foliolo terminal, tipos
acuneada (1) ou obtusa (2), para os gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real e o
valor correspondente de ¥*. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Forma da base do foliolo terminal

Genotipo Soma
1 2
Aromas 66 51 117
Camarosa 103 16 119
Camino Real 15 101 116
Soma 184 168 352
y 2= 128,83 **

A tabela 48 mostra a frequéncia da caracteristica forma da base do foliolo
terminal para os dois niveis de subcultivos. O valor de ¥* ndo foi significativo (0,30), o
que permite afirmar que a distribuicdo das frequéncias da caracteristica forma da base
do foliolo terminal ndo variou entre o 3° e o 12° subcultivo.
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Tabela 48. Frequéncia da caracteristica forma da base do foliolo terminal, tipos
acuneada (1) ou obtusa (2), para os subcultivos trés e doze e o valor correspondente de
v*. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Forma da base do foliolo terminal

Subcultivo Soma
1 2
3 91 88 179
12 93 80 173
Soma 184 168 352
> = 0,30 iis

Para melhor entendimento sobre o comportamento das frequéncias em relagdo a
cultivares e subcultivos foi feita a divisao das frequéncias para subcultivos dentro de
cada cultivar. O teste y* para subcultivo dentro das cvs. Aromas, Camarosa ¢ Camino
Real apresentou valores de 0,33, 0,33 e 0,04, respectivamente. Estes resultados nao
foram significativos, indicando que ndo houve uma variagao significativa na frequéncia
da forma da base do foliolo terminal acuneada e obtusa entre os subcultivos trés e doze
para estas cultivares (Tabela 49).

Tabela 49. Frequéncia da caracteristica forma da base do foliolo terminal, tipos
acuneada (1) ou obtusa (2), dentro dos gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real,
submetidos a trés e doze subcultivos, e os valores correspondentes de y>. UFRRIJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Genotipo
) Aromas Camarosa Camino Real
Subcultivo
1 2 Soma 1 2 Soma 1 2 Soma
3 34 29 63 50 9 59 7 50 57
12 32 22 54 53 7 60 8 51 59
Soma 66 51 117 103 16 119 15 101 116
> =0,33 fis > =0,33 iis > = 0,04 s

A tabela 50 mostra a frequéncia da pigmentacdo antocidnica da estipula tipo
ausente ou muito fraca (1) ou fraca (3), para as diferentes combinagdes entre os
genoétipos e o nimero de subcultivos. Observa-se uma acentuada predominancia da
forma do tipo ausente ou muito fraca em todas as combinagdes. O valor do y* para esta
tabela de frequéncias foi de 16,29 que ¢ altamente significativo indicando que a
pigmentagao antocianica da estipula ¢ influenciada pelas classes apresentadas.
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Tabela 50. Frequéncia da caracteristica pigmentacdo antocidnica da estipula, ausente ou
muito fraca (1) ou fraca (3), para os gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real,
submetidos a trés e doze subcultivos, e o valor correspondente de y>. UFRRIJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Pigmentacao antocidnica da estipula

Genotipo Subcultivo n 3 Soma
A 3 51 12 63
romas 12 48 6 54
C 3 50 9 59
amarosa 12 40 20 60
) 3 41 16 57
Camino Real 12 53 6 59
Soma 283 69 352

©=16,29 **

A tabela 51 mostra as frequéncias da caracteristica pigmenta¢do antocianica da
estipula para as trés cultivares. Neste caso, as frequéncias observadas para esta
caracteristica foram altas no tipo ausente ou muito fraca. Nota-se que as trés cultivares
apresentam uma distribui¢ao semelhante o que foi confirmado pelo valor de ¥ de 3,07,
ndo significativo.

Tabela 51. Frequéncia da caracteristica pigmentacdo antocidnica da estipula, ausente ou
muito fraca (1) ou fraca (3), para os genotipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real e o
valor correspondente de ¥>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Pigmentac¢do antocianica da estipula

Genotipo Soma
1 3
Aromas 99 18 117
Camarosa 90 29 119
Camino Real 94 22 116
Soma 283 69 352
x> =3,07 s

A tabela 52 mostra a frequéncia da pigmentagdo antocianica da estipula para os
dois niveis de subcultivos. O valor de y* nao foi significativo (0,26), o que permite
afirmar que a distribui¢do das frequéncias da pigmenta¢do antocidnica da estipula ndo
variou entre 0 3° e o 12° subcultivo.
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Tabela 52. Frequéncia da caracteristica pigmentacdo antocidnica da estipula, ausente ou
muito fraca (1) ou fraca (3), para os subcultivos trés e doze e o valor correspondente de
v*. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Pigmentacao antocianica da estipula

Subcultivo Soma
1 3
3 142 37 179
12 141 32 173
Soma 283 69 352
> = 0,26 iis

Para melhor entendimento sobre o comportamento das frequéncias em relagdo a
cultivares e subcultivos foi feita a divisao das frequéncias para subcultivos dentro de
cada cultivar. O teste y* para subcultivo dentro da cv. Aromas apresentou valor ndo
significativo de 1,41, indicando que nao houve uma variagao significativa na frequéncia
da caracteristica pigmentac¢ao antociancia da estipula nos tipos, ausente ou muito fraca e
fraca, entre os dois niveis de subcultivos. Para as cvs. Camarosa e Camino Real os testes
x> apresentaram valores significativos de 5,27 e 6,04, respectivamente. Estes resultados
indicaram que para estas cultivares houve uma variacao significativa nas freqii€ncias

dos tipos de pigmentacdo antocidncia da estipula entre os subcultivos trés e doze
(Tabela 53).

Tabela 53. Frequéncia da caracteristica pigmentagdo antocianica da estipula, ausente ou
muito fraca (1) ou fraca (3), dentro dos gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real,
submetidos a trés e doze subcultivos e os valores correspondentes de y>. UFRRIJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Genotipo
) Aromas Camarosa Camino Real
Subcultivo
1 3 Soma 1 3 Soma 1 3 Soma
3 51 12 63 50 9 59 41 16 57
12 48 6 54 40 20 60 53 6 59
Soma 99 18 117 90 29 119 94 22 116
> =1,411is > =527*% > =6,04*

A tabela 54 mostra a frequéncia da caracteristica pigmentag¢do antocianica dos
estoldes, média (5) ou forte (7), para as diferentes combinagdes entre os genotipos € o
nimero de subcultivos. As trés cultivares apresentaram maiores frequéncias observadas
no tipo forte, sendo as maiores frequéncias encontradas nas combinagdes ‘Camarosa’ e
‘Camino Real’ ambas submetidas a trés subcultivos, e para a cv. Aromas na combinagao
com doze subcultivos. O valor do ¥* para esta tabela de frequéncias foi de 42,99,
altamente significativo, indicando que a pigmentacdo antocidnica dos estoldes ¢
influenciada pelas classes apresentadas.
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Tabela 54. Frequéncia da caracteristica pigmentag¢do antocianica dos estoldes, média
(5) ou forte (7), para os gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real, submetidos a trés
e doze subcultivos, e o valor correspondente de y>. UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

Pigmentagdo antocianica dos estoldes

Genotipo Subcultivo Soma
5 7

Aroma 3 36 27 63
omas 12 14 40 54
Camarosa 3 12 47 59
08 12 25 35 60
) 3 27 30 57
Camino Real 1 47 17 59
Soma 156 196 352

12 = 42,99 **

A tabela 55 mostra as frequéncias da caracteristica pigmentacdo antocianica dos
estoldes para as trés cultivares. Nota-se que a cv. Camarosa apresenta uma distribui¢ao
diferente das cultivares Aromas e Camino Real o que foi corroborado com o valor de >
de 19,36, altamente significativo, indicando que a pigmentagdo antociancia dos estoldes
variou entre as cultivares.

Tabela 55. Frequéncia da caracteristica pigmentacdo antocianica dos estoloes, média
(5) ou forte (7), para os gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real e o valor
correspondente de x>. UFRRIJ, Seropédica, RJ, 2009.

Pigmentagdo antocianica dos estoloes

Gendtipo Soma
5 7
Aromas 50 67 117
Camarosa 37 82 119
Camino Real 69 47 116
Soma 156 196 352
v =19,36 **

A tabela 56 mostra a frequéncia da caracteristica pigmentagdo antocianica dos
estoldes para os dois niveis de subcultivos. O valor de ¥* ndo foi significativo (0,86), o
que permite afirmar que a distribuicao das frequéncias da caracteristica pigmentagao
antocianica dos estoldes ndo variou entre o 3° e o 12° subcultivo.
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Tabela 56. Frequéncia da caracteristica pigmenta¢do antocianica dos estoldes, média
(5) ou forte (7), para os subcultivos trés e doze e o valor correspondente de ¥>. UFRRJ,
Seropédica, RJ, 2009.

Pigmentacao antocianica dos estoloes

Subcultivo Soma
5 7
3 75 104 179
12 81 92 173
Soma 156 196 352
= 0,86 is

A divisdo das frequéncias para subcultivos dentro de cada cultivar e seus
respectivos testes x> apresentados na tabela 57 indicaram que houve uma variacdo
significativa na frequéncia da pigmentacao dos estoldes entre os subcultivos trés e doze
para todas as cultivares avaliadas.

Tabela 57. Frequéncia da caracteristica pigmenta¢do antocianica dos estoldes, média
(5) ou forte (7), dentro dos gendtipos Aromas, Camarosa ¢ Camino Real, submetidos a
trés e doze subcultivos e os valores correspondentes de ¥*>. UFRRJ, Seropédica, RJ,
20009.

Genotipo
) Aromas Camarosa Camino Real
Subcultivo
7 Soma 5 7 Soma 5 7 Soma
3 36 27 63 12 47 59 27 30 57
12 14 40 54 25 35 60 42 17 59
Soma 50 67 117 37 82 119 69 47 116
> =11,58 ** ¥ =632%* ¥ =6,82*

Neste estudo, na avaliagdo a campo as trés cultivares apresentaram diferentes
repostas quanto as caracteristicas quantitativas e qualitativas em relagdo ao numero de
subcultivos em que os clones foram submetidos, entretanto, ndo foram observadas
plantas aberrantes ou anormais.

Embora as cultivares Camarosa e Camino Real tenham apresentado o maior
numero de caracteristicas quantitativas com variagao dentro de subcultivos, esta foi
observada em plantas submetidas a trés ciclos de subcultivos. Isso indica que ¢ possivel
aumentar para doze ciclos de subcultivos o que possibilitaria a obtencdo de um maior
nimero de mudas micropropagadas apresentando menor variacdo. O mesmo resultado
ndo foi observado para a cultivar Aromas que, embora tenha sido mais estavel,
apresentando um menor nimero de caracteristicas quantitativas com variagdo dentro de
subcultivos, as maiores variacdes foram observadas em plantas submetidas a doze ciclos
de subcultivos.

Para algumas das caracteristicas qualitativas avaliadas observou-se grande
numero de variacdes significativas na distribuicdo de frequéncias nas classes
apresentadas. Algumas caracteristicas apresentaram alta variabilidade dentro da cultivar,
no entanto, entre os dois niveis de subcultivos, nao foi observada variacdo na
distribuicdo de frequéncias. Isso indica que ndo houve influéncia do numero de
subcultivos para essas classes.
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De acordo com Nielsen & Lovell (2000), a variabilidade observada a nivel
morfologico pode ser causada pelo habito de crescimento clonal do morango. Além
disso, os clones de muitas espécies tém um alto nivel de plasticidade morfologica em
resposta as condi¢cdes ambientais (DE KROONS & HUTCHINGS, 1995). De acordo
com Preece (2008), sabe-se que diferentes gendtipos muitas vezes ndo respondem da
mesma forma, mesmo quando cultivados no mesmo meio.

Larkin (1987) relatou uma grande variabilidade entre plantas regeneradas de
uma mesma espécie. Diferengas dentro de uma mesma espécie foram descritas entre
variedades de trigo de inverno e de primavera (GALIBA et al., 1985).

Segundo Nielsen & Lovell (2000), a natureza octopléide de plantas de morango
fornece uma enorme fonte de possiveis variacdes. No trabalho de Ramuluer al. (1983),
foi verificada uma ampla gama de variagdo fenotipica entre plantas tetraploides de
batata cultivar Bintje derivadas de protoplastos. As plantas variantes apresentaram
alteragcdes no crescimento e vigor, nas folhas e nas caracteristicas da haste. Segundo
estes mesmos autores, a ocorréncia de mixoploidia indica que, pelo menos parte da
variacao observada surgiu durante o estagio da cultura.

Gaafar & Saker (2006), estudaram plantas de morangueiro derivadas de cultura
de tecidos e observaram pequenas variagdes na morfologia foliar de alguns clones
regenerados, embora os perfis de RAPD desenvolvidos dos diferentes clones
micropropagados foram semelhantes ao da planta mae, indicando alta estabilidade
genética dentro de cada cultivar submetida a cultura de tecidos.

Segundo Margherita et al.(1996), os desvios do fendtipo original (morfologia da
folha, hébito da planta e demora na floracao) poderiam persistir por diferentes ciclos de
cultivo ou serem observados apenas no primeiro ciclo de cultura (no vigor da planta e
alta porcentagem de folhas aberrantes). Mesmo em casos onde variagdo somaclonal tem
ocorrido a altas frequéncias e mudangas t€ém sido observadas em uma ampla gama de
caracteres, alguns caracteres ndo variam. Isto significa que ndo ha garantia de que
quaisquer caracteres de interesse especifico irdo variar entre os somaclones (KARP,
1994).
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5. CONCLUSOES

Com doze ciclos de subcultivos in vitro de plantas de morangueiro, das cultivares
Aromas, Camarosa e Camino Real, ¢ possivel obter mudas em larga escala, sem que
ocorra a perda da identidade genética dos clones submetidos a este processo;

A cultivar Camarosa apresentou valores médios superiores para altura da parte aérea
apos a fase de aclimatizacdo e a campo e, massas fresca e seca da parte aérea,
quando submetida a doze ciclos de subcultivos;

As cultivares Camarosa e¢ Camino Real apresentaram maior numero de
caracteristicas quantitativas com variacdo, sendo as maiores variagdes observadas
em plantas submetidas a trés ciclos de subcultivos;

A cultivar Camino Real seguida da ‘Camarosa’ apresentaram um maior nimero de
caracteristicas qualitativas com variagdo na distribui¢do das frequéncias entre os

dois niveis de subcultivos;

A cultivar Aromas apresentou uma maior estabilidade genética em relacdo as
caracteristicas quantitativas e qualitativas.
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