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APRESENTACAO

O documento aborda a aplicacdo da mutacdo no melhoramento genético de
macieira para a obten¢do de novos gendtipos e sua importancia para o desenvolvimento
da fruticultura.

Os conteudos aqui inseridos apresentam certo ineditismo na literatura nacional
ligada ao melhoramento genético, tanto pela abrangéncia como pela profundidade,
aliado a forma didatica como sdo apresentados, transformando um assunto complexo em
algo de facil compreensao. Isso inclui informacgGes detalhadas de onde e como ocorrem
as mutagdes e os diversos métodos para a selegdo de mutantes que podem resultar em
novos cultivares.

Atualmente, os cultivares de macieira mais plantados no Brasil e que respondem
por cerca de 93% da produgdo nacional sdo mutantes espontdneos dos cvs. Gala e Fuji,
demonstrando a importancia dessa obra.

Portanto, desejamos uma boa leitura.

A Diretoria Executiva
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Introducao

A macieira (Malus x domestica) é originaria da regido situada entre o oeste da China
e a Russia, sendo seu ancestral selvagem a espécie Malus sierversii (HANCOCK, 2014). A
regido de diversidade abrange o Centro Asiatico Central (VALOIS et al., 2001), envolvendo
a China, Coreia, Caucaso, Manchuria, Japao e parte da Europa (ZOHARY & HOPF, 1994). Foi
domesticada no norte da China (HARLAN, 1992) e é cultivada ha mais de 5 mil anos.

No processo evolutivo natural de especiacdo e no de selecdo artificial realizada
pelos humanos, a diversidade foi aumentando e foram surgindo diversos gendtipos com
resisténcia genética a diversas doencas, com diferentes tamanhos, formatos e cor de frutos,
além de diversos habitos de crescimento e de vigor da planta, dentre outras caracteristicas
agrondmicas. Isso, dentro dos processos de melhoramento genético exercido pelo homem,
possibilita a sele¢cdo e a obteng¢do de novos cultivares comerciais de macieira.

Os processos empregados no melhoramento genético praticado pelo homem, sdo:

a) Introdugdo de novos cultivares: processo utilizado com os cvs. Gala e Fuji, vindos
respectivamente da Nova Zeldndia e do Japao e hoje os mais plantados no Brasil;

b) Melhoramento genético convencional: cruzamento manual dirigido envolvendo
dois gendtipos, cujo resultado gerou, por exemplo, as macieiras cvs. Fred Hough, Gala, Fuji,
Daiane, Monalisa e Venice;

c) Engenharia genética ou transgenia: processo onde sdo inseridos genes desejaveis
em um cultivar de alto valor comercial, geralmente utilizando como veiculo Agrobacterium
spp. ou a biobalistica (BOREM & SANTOS, 2003). Até o momento, ndo existe no Brasil
cultivar de macieira de uso comercial obtido através desse método devido a rejei¢dao da
populagdo para o consumo de plantas transgénicas. O mesmo ocorre em alguns paises, tais
como os porta-enxertos ‘Malling 26’ para resisténcia a doenga Fogo Selvagem ocasionada
por Erwinia amilovora, e uma selecdo de ‘Marubakaido’ (Malus prunifolia) para inducdo de
porte ananizante da planta (IGARASHI et al., 2016).

d)Mutacdo espontdnea ou induzida: ha alteracdo ndo programada no DNA da
planta, seja modificando, retirando ou inserindo pares de base. S3o exemplos de macieiras
obtidas por mutacdo esponténea, a partir do cv. Gala: Maxi Gala, Baigent (= Brookfield®) e
Royal Gala; e a partir do cv. Fuji: Fuji Suprema e Fuji Precoce.

Considerando todos os processos de melhoramento genético citados
anteriormente, a selegdo de mutantes espontaneos pode ocorrer nas plantas de todos
os cultivares langados, o que permite selecionar gendtipos de alto valor comercial com
novas caracteristicas agron6micas desejdveis. Tal situagao geralmente induz a substituicdo
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do cultivar original langado pelo seu mutante natural. Esse fato € comum na macieira. No
Brasil, os maiores exemplos ocorrem com ‘Gala’ e ‘Fuji’, cujos cultivares originais ndo mais
sdo plantados, mas somente seus mutantes, tais como ‘Maxi Gala’, ‘Baigent’ (=‘Brookfield’),
‘Royal Gala’ e ‘Fuji Suprema’.

A importancia econémica das plantas mutantes na produgdo de alimentos é
reconhecida, seja para uso direto, seja servindo como genitor de novos cultivares
(AHLOOWALIA et al, 2004). No Brasil, foram produzidas 1.144.814 t de mac¢a na safra
2014/2015. Dessa quantidade, cerca de 93% é oriunda de clones mutantes dos grupos
‘Gala’ e ‘Fuji’ e 53,4% dessa producdo foi obtida em Santa Catarina (FAORO, 2017). Nesse
Estado, esses dois grupos produziram cerca de 97% do total de magas, resultando no
Valor Bruto de Producdo de R$508 milh&es (GOULART et al., 2017). Esses dados, por si
s6, indicam a importancia da sele¢cdo de mutantes para a continuidade do cultivo dessas
variedades de macieira.

0O melhoramento genético, objetivando a selecdo de plantas de macieira mutantes,
é relativamente rapido, pois mesmo as plantas sendo altamente heterozigotas, podem
facilmente ser multiplicadas via enxertias ou cultura de tecidos, produzindo assim milhares
de clones com o mesmo genodtipo (HARTEN, 1998).

E importante que n3o sé os pesquisadores e professores conhegcam as metodologias
para a selecdo de mutantes, mas também os profissionais que atuam na assisténcia
técnica e na extensdo rural, além dos produtores rurais. Sdo eles que, no convivio diario
na condugdo dos pomares, detém maior chance para a observac¢do de qualquer alteragdo
positiva nas plantas. Quando isso ocorre, é importante comunicar a pesquisa ou entdo
iniciar o processo de selecdo.

Esse trabalho objetiva transmitir informacdes sobre o processo de mutagédo e as
formas de selecdo para a obtengdo de gendtipos melhorados que propiciem a agregacao
de novas caracteristicas positivas aos cultivares ja langados, gerando, em consequéncia,

maior valor comercial e/ou redugdo do custo de produgéo.
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Selecao de mutantes resistentes

Mutagdo é toda alteragdo subita do material genético ndo causada por recombinagao
ou segregacdo génica. Mutantes sdo individuos portadores de mutacdo que podem ser
identificadas fenotipicamente ou por marcadores moleculares.

A mutacdo é espontanea quando ocorre espontaneamente na natureza. Ela pode
ser induzida por radiagdo (p. ex. Raio X), por produtos quimicos (p. ex. colquicina) e por
insercdo de DNA mediante transformac¢do ou insercdo de T-DNA ou pela ativagdo de
elementos de transposi¢do (FORSTERA & SHU, 2011). Ela é a fonte basica da existéncia
de variabilidade genética, matéria-prima para que exista evolucdo. Ja a segregacdo
mendeliana provoca o rearranjo dessa variabilidade genética criada, enquanto a selegdo
natural e a artificial, esta feita pela acdo humana, selecionam e preservam as combinacgdes
génicas mais bem adaptadas ou desejadas, respectivamente.

Ha dois tipos de mutagbes que ocorrem na macieira: a) aquela que altera um ou
poucos genes e pode produzir alguma diferenga numa parte da planta, como por exemplo a
mutacdo quimérica que ocorre nas células somaticas e induz alteragées como a resisténcia
a mancha foliar de Glomerella ou a mudanga na cor dos frutos; b) a que altera a ploidia da
planta, alterando, por exemplo, individuos diploides para triploides ou tetraploides. Aqui
somente serdo apresentados os assuntos ligados as mutagdes que ocorrem no primeiro
caso e de forma espontdnea nos pomares de macieira. Ndo sera abordada a mutacdo
induzida por agentes mutagénicos quimicos, fisicos ou biolégicos.

AlteracgOes genéticas de ponto provocadas pela
muta¢ao: um exemplo

Sendo o gene formado pela combinagdo das quatro bases (adenina: A, citosina:
C, guanina: G e timina: T) que compdem o acido desoxirribonucleico (DNA ou ADN), eles
codificam os diversos tipos de acidos ribonucleico (RNA ou ARN) e, de modo indireto, as
proteinas que sdo formadas por uma cadeia de aminoacidos (Figura 1). Essas proteinas sdo
os principais determinantes das fun¢Ges bioldgicas e afetam a expressao das caracteristicas
da planta, seja em sua forma, tamanho, cor e fisiologia (GRIFFITHS et al., 2013), formando
assim, através dos metabdlitos, o fendtipo da planta. O rearranjo possivel do DNA apods
uma mutagdo pode gerar um novo alelo, ou seja, uma diferente forma do gene e, em
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consequéncia, do gendtipo, o qual pode alterar a expressdo fenotipica da planta. Na
Figura 2 é apresentado um exemplo da sintese normal de aminodcido a partir do DNA do
nucleo da planta. Ao final, o RNA mensageiro (mRNA) sintetiza os ribonucleideos UCG e
0 pareamento se dd com o aminoacido serina (“Ser”), conduzido pelo RNA transportador
(tRNA).

DNA - ... > RNA » Proteina
Transcrigdo reversa .
Metabdlitos
Replicagdo Replicacdo Fentipo
Figura 1. O dogma central da biologia
P . T,
" Dupla fita de DNA g-—-TCG-—-1
1'—AGC-—-5
mRNA sintetizado: Uca
\ Tradugdo (tRNA): Ser (simboliza o0 aminoacido “serina”) I
Y,

Figura 2. Acoplamento normal de aminoacido em fita do DNA normal

Na Figura 3 sdo apresentadas trés possibilidades de mutagdo numa das trés bases
de uma das fitas do DNA da célula: a) Caso 1: “mutacdo sin6nima ou silenciosa”, a qual
mesmo ocasionando a alteragdo da base citosina (C) para guanina (G) no DNA, gerando o
mMRNA UCC, ndo altera o pareamento com o aminoacido serina (Ser); b) Caso 2: “mutacdo
nao sinénima ou de sentido errado”, a qual, por exemplo, altera a base guanina (G) para
adenina (A) no DNA, gerando o mRNA UUG, o qual pareia com a Leucina (Leu) e ndo mais
com Serina (Ser), alterando a sequéncia de aminoacidos na proteina formada (TEMPLETON,
2011); c) Caso 3: mutagdo “sem sentido”, ocasionando a alteragdo da base guanina (G) para
timina (T) no DNA, gerando o mRNA UAG, o qual pareia com o aminoacido que codifica
para o término da sintese da proteina/enzima (GRIFFITHS et al., 2013).
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/ Uma das fitas do DNA - - —AGC— - - - \
v

Trés possibilidades de mutagdes das bases
J ¥ v
—-AGG-- o ﬁ.?t ou ---hi[---
mRNA transcrito: UIC.{: —=UUG--- ---LIIiG---
Aminoacido: S¢Er L:—il Término
Tipo da Mutagao=  "Silenciosa”™ “Se-nridt errada”™ “Sem Sintida"

\ [(Caso 1) (Caso 2) (Caso 3)

Figura 3. Trés possibilidades de mutagdo de ponto a partir do DNA exemplificado na Figura 1

Locais de ocorréncia das mutagoes

A mutacgdo na planta pode ser classificada conforme o seu local de ocorréncia:

a) Nuclear: ocorrem no DNA das células reprodutivas e sdo transmitidas de geragdo
a geragao.

b) Citoplasmatica: ocorre nas estruturas que possuem DNA e estdo dispersas no
citoplasma das células, como as mitocéndrias e os cloroplastos (TAIZ & ZEIGER, 2004). Ndo
sofre recombinagdo génica e nem segregacao, pois a heranga é essencialmente materna:
da genitora diretamente para a progénie (MIYAKI, 1996).

c) Somatica ou Quimérica: ocorre nas células somaticas da planta, sem envolver as
células reprodutivas. Se for profunda e atingir a camada L2 do meristema, ha possibilidade
de ser transmitida para as geragdes posteriores.

A mutacdo somatica ou quimérica é economicamente importante no cultivo da
macieira, pois permite manter uma caracteristica mutante de interesse econdémico de
forma permanente, mediante a propagacdo vegetativa. Para que isso ocorra, a mutagdo
deve ser estdvel e deve passar por um processo que possibilite a detecgdo, o isolamento,
a multiplicacdo para estudos de estabilidade, a selecdo de clones mutantes para testes
agrondmicos que evidenciem o ganho obtido e, finalmente, a multiplicagdo comercial. E
possivel a multiplicacdo assexual da parte mutante mediante a multiplicagdo vegetativa

das gemas, o que se da pela enxertia de ramos contendo essas gemas mutantes.
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O crescimento dos ramos das plantas de macieira se da através do desenvolvimento
do meristema apical primario (Figuras 4 e 5), o qual mantém indefinidamente sua
caracteristica embrionaria. Nele, existem as células-tronco que originam os diversos tipos
de células especializadas que formardo os diferentes tecidos e 6rgados da planta. Para isso,
o meristema primario pode gerar diversos tipos de meristemas secundarios para a gera¢ao
de ramos, folhas, tecidos vasculares e gemas vegetativas e reprodutivas. A aparéncia
do meristema apical é o de células estratificadas, composta por trés camadas distintas,
designadas como (TAIZ & ZEIGER, 2004):

a) L1: camada mais externa, cuja divisdo celular ocorre no sentido lateral e gera a
epiderme dos frutos;

b) L2: camada intermediaria, cuja divisdo celular ocorre no sentido lateral e gera
alguns tecidos internos, como os drgdos reprodutivos e a hipoderme dos frutos;

c) L3: camada interna, cuja divisdo celular ndo segue uma orientagao especifica e
gera tecidos internos.

Qualquer alteragdo genética ndo programada (mutagdo) ocorrida nessas trés
camadas pode alterar o fenétipo da planta, tais como o habito de crescimento, a produgéo

de frutos com diferentes coloragdes e a resisténcia a doenca.

/— Maristema apical do \

Prirmgrdio foliar

Camada L1
Camada L2
Camada L3

. /

Figura 4. Desenho esquematico das trés camadas do meristema apical dos ramos. Circulo tracejado
indica a regido central do meristema, onde estdo as células tronco. (¢<): dire¢do do crescimento
das células

Fonte: Taiz e Zeiger (2004); Geier (2011). Modificado pelo autor.

-14 -



Figura 5. Desenvolvimento do meristema da inflorescéncia em
gemas de macieira, em microscopia eletronica de Varredura no
Estadio 1 (iniciagdo floral): arredondamento do dpice do meristema
apical (seta) e primdrdio foliar (LP). Barra: distdncia de 100um
Fonte: Francescatto (2014). (Autorizado pela autora)

Um aspecto de grande importancia econdmica, devido a preferéncia dos
consumidores, é a cor vermelha da casca dos frutos da maga. O controle genético da cor
vermelha é controverso, apresentando alguns estudos com base na proposta do controle
por uma série alélica ou mesmo por dois pares de genes complementares dominantes, os
quais atuam tanto na intensidade da cor vermelha (genes A e B), enquanto um terceiro
gene “L” atua na porc¢do abrangida pela area avermelhada no fruto, definida como “blush”
(WHITE & LESPINASSE, 1986). Outras hipdteses indicam o controle monogénico dominante
para a sintese da antocianina (UBI, 2004). Devido a existéncia de correlagdo positiva entre
a quantidade de cor vermelha sobre o fruto e a intensidade dessa cor, é possivel que
ambas essas caracteristicas sejam controladas pelo mesmo mecanismo genético (WHITE
& JOHNSTONE, 1991). Pela facil detec¢do de mutantes, a caracteristica da cor do fruto sera
aqui utilizada como modelo para melhor entender como ocorre o processo de mutagao.

A pigmentagdo vermelha dos frutos é expressa de forma independente nas
células da camada da epiderme e nas trés a cinco camadas de células subepidérmicas
da hipoderme do fruto. A intensidade de vermelho é afetada pelo ambiente, tais como
sombreamento, radia¢do, ponto de colheita, dentre outros fatores. Quanto a temperatura,
Pan e Shu (2007) observaram que o tempo de exposi¢do e o nivel de temperatura também
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afetam a cor, sendo que a coloragdo vermelha mais intensa ocorre em temperaturas
préximas a 20 °C.

A epiderme do fruto é derivada da camada L1 e a hipoderme é derivada da camada
L2 do meristema apical (Figura 4), e somente essas duas camadas sdo responsaveis pela
coloragdo da pelicula dos frutos (DICKINSON & WHITE, 1986). Essa ultima estrutura,
a hipoderme, tem maior participacdo ou, com raras excecles, € a Unica responsavel
para expressar a intensidade da cor vermelha dos frutos, a qual se deve a presenga de
antocianinas (flavondide) nos vacuolos das células meristematicas (PRATT, 1988; IGLESIAS
et al., 2008; IGLESIAS et al., 2012), principalmente do pigmento cianidina-3-galactosidio,
responsavel por cerca de 80% das cianidinas (UBI, 2004).

As mutac¢Oes ocorridas na camada L2 apresentam maior probabilidade de serem
transmitidas aos seus descendentes mediante a reproducdo sexual, uma vez que 0s 0rgaos
reprodutivos também s3o originados a partir da camada L2 do meristema (BROWN &
MALONEY, 2003).

Existem duas formas para verificar se ocorreu ou ndo a heranca de genes mutantes:
uma é realizar cruzamentos dirigidos e verificar a segregacdo das progénies quanto a
expressao da caracteristica analisada; outra forma é utilizar marcadores moleculares para
identificar se houve ou ndo alteragdo no gene da caracteristica. No entanto, essa ultima
anadlise exige grande acuidade, ja que é muito dificil verificar alteragdes em um sé gene
da planta, ainda mais considerando que algumas vezes envolve a troca de alguns poucos
pares de base do DNA da célula.

A analise de diversos mutantes do cv. Gala para maior intensidade da cor vermelha
nos frutos mostrou que todos apresentavam percentagem semelhante de células coloridas
na regidao da epiderme, camada essa originada da camada L1 do meristema apical. Mas,
alguns deles apresentavam significativamente maior percentagem de células coloridas que
‘Gala’ original ou “stand” na regido da hipoderme, regido essa originada na camada L2 do
meristema apical. Isso indicou que mutantes com mais que 35% de células coloridas na
hipoderme diferem de ‘Gala’ original e podem produzir clones com frutos mais coloridos,
como, por exemplo, os mutantes ‘Imperial Gala’, ‘Mitchell B, “Ten Hove IlI’ e ‘Desborough
B’. Nos cultivares Imperial Gala e Regal Gala, a coloracdo avermelhada das células ficou
restrita as segunda e terceira camada celular da hipoderme, enquanto ‘Mitchell B’
apresentou células avermelhadas até a quinta camada celular da hipoderme (Tabela 1)
(DICKINSON & WHITE, 1986).

Quando a mutacdo quimérica ocorre na primeira e/ou na segunda camada de

células do meristema apical, designadas como camadas L1 e L2, pode haver a formagdo
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de uma quimera mericlinal se for parcial, ou entdo uma quimera periclinal se afetar toda
a camada (Figura 6).

Se a mutac¢do mericlinal afeta somente uma parte da camada L2 do meristema
apical, as gemas situadas neste local podem originar ramos com mutacdo periclinal
“solida” (MALUSZYNSKI et al., 2009) e geram plantas mutantes. O processo de selegdo
dessa mutacdo mericlinal deve levar em conta que as gemas situadas fora da regido onde
ocorreu a mutagao ndo sdo mutantes e, por isso, ndo expressarao qualquer alteracgdo.

Ao se detectar um ramo mutante, ele deve ser marcado com fita e, no processo de
selecdo, deve ser considerada a possibilidade de enxertar diversos segmentos desse ramo
para possibilitar a selecdo de gemas que originam ramos totalmente mutantes, separadas
das plantas geradas de gemas parcialmente ou ndo mutantes. Tal situacdo, apds lancar o
novo cultivar, evitara a gera¢do de problemas para o produtor de mudas e para o produtor
rural, pois somente reproduzirdo e plantardo plantas comprovadamente mutantes para a
caracteristica selecionada. Junto a isso, devem ser analisadas eventuais reversdes naturais
da mutagdo, a qual, teoricamente, ocorre em taxas muito pequenas: aproximadamente
uma para cada 100.000 a 10.000.000 plantas produzidas.

Figura 6. Desenho
esquematico da ocorréncia
e evolugdo celular de
guimeras somaticas
(mutagdes), de cima para
baixo: (A): mericlinal,

(B): periclinal afetando a
camada L2, (C): setorial
afetando as camadas
L1+L2+L3. (e): células
mutantes

Fontes: Broertjes &
Harten(1978); Ryugo (1988);
Lespinasse (1995); modificado

pelo autor.
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Tabela 1. Distribuicdo da cor vermelha na epiderme e na hipoderme da casca dos frutos de alguns
mutantes oriundos do cv. Gala.

Distribuigdo de células com cor vermelha/Gendtipo

Na epiderme Na hipoderme

Percentagem de Percentagem de

Gendtipos células coloridas (%) Gendtipos células coloridas (%)
Fulford A 13 a Desborough B 38a
Desborough A 10 ab Ten Hove llI 37 a
Hurangi B 6 abc Mitchell B 35a
Gala 6 abc Imperial 35a
Taylor 5 abc Ten Hove Il 34 ab
Mitchell A 5 abc Dixon B 33ab
Van Wvk 5 abc Hurangin Striped 32 ab
Regal Gala 4 bcd 620 Unknown 32 ab
Hurangi Striped 4 bcd Regal Gala 32 ab
Ten Hove IV 4 bcd Hurangi B 32 ab
Ward 2 bcd Fulford A 30ab
Ten Hove | 2 bed Taylor 29 ab
Imperial (Q) 2 bed Hurangi A 29 ab
Dixon B lcd Van Wyk 28 ab
Hurangi A lcd Imperial (Q) 28 ab
Ten Hove V 1lcd Dixon A 28 ab
Wairarapa lcd Ten Hove V 28 ab
Scott Ocd Wairarapa 27 ab
Mitchell B Ocd Desborough A 27 ab
Desborough B Ocd Mitchell A 26 ab
Imperial Ocd Ten Hove | 25 ab
620 Unknown Ocd Ten Hove IV 24 ab
Ten Hove Il 0cd Scott 24 ab
Ten Hove lll Ocd Royal Gala 20b
Dixon A Ocd Gala 20b

Royal Gala Ocd - -

Valores seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste LSD a 5% de probabilidade.
Fonte: Dickinson & White (1986).
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Pode ocorrer gemas parcialmente mutantes que produzem ramos parcialmente
mutantes. Tal possibilidade explica porque mutagdes mericlinais podem ser instaveis
(BROERTJES & HARTEN, 1988) e, no processo de selecdo de mutantes essa possibilidade
deve ser levada em consideracdo. Na Figura 7 é apresentada essa situacdo, podendo
ocorrer trés situacdes: Situagdo 1) Gema parcialmente mutante que quando enxertada
poderda dar origem a ramo parcialmente mutante. As gemas produzidas na camada
mutante produzirdo folhas resistentes a doenga ou frutos mais avermelhados, enquanto
as gemas produzidas na regido ndo mutante continuardo produzindo folhas suscetiveis ou
frutos iguais aos da planta original; Situagdo 2) Gemas totalmente mutantes por que foram
totalmente formadas na regido mutante e geram somente plantas mutantes resistentes
a doenca ou com todos os frutos mais avermelhados; Situagcdo 3) Gemas ndo mutantes
formadas fora da regido mutante, as quais geram plantas suscetiveis ou frutos iguais ao da
planta original.

Outro caso se da quando ocorre mutagdo periclinal, alterando toda a camada L2
da gema apical. Nessa situagdo, todas as gemas produzidas a partir do ramo mutante
serdo também mutantes (Figura 8) e ha possibilidade de repassarem a mutac¢do para as
geracgOes seguintes quando propagadas assexualmente (enxertia de segmentos de ramos
com gemas mutantes), ou sexualmente caso a mutagdo também tenha afetado as células
que formarao os 6rgaos reprodutivos.

Deve ser levado em consideragdo que algumas vezes a mutagao periclinal pode
ser revertida naturalmente (BROWN & MALONEY, 2003), voltando a produgdo de plantas
com caracteristicas iguais a planta original, ou seja, sem resisténcia a doengas ou com
menor area e intensidade da coloracdo vermelha sobre os frutos. Embora seja um fato
raro de ocorrer, é possivel observar em pomares comerciais algumas plantas com essas
reversdes, as quais devem ser erradicadas e substituidas por plantas que apresentem a

mutacao desejavel.
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L L r ¥

Figura 7. Desenvolvimento do tecido com mutagdo mericlinal (cor

vermelha) na camada L2 com mutagdo para resisténcia a doenga

(‘) ou cor mais avermelhada do fruto (@)
Fonte: Broertjes & Harten (1978), modificado pelo autor.

Caso 1 Caso 2 '| Cazo 3

| \ |

v v L |
Figura 8. Desenvolvimento do tecido com mutagdo periclinal total
na camada L2 (cor vermelha) com mutagdo para resisténcia a
doenga ou cor mais avermelhada do fruto, gerando, nos trés casos,

somente gemas e plantas mutantes estaveis
Fonte: Broertjes & Harten (1978), modificado pelo autor.
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Identificagao de mutagoes

Em pomares, as mutagdes sao facilmente identificaveis quando provocam alteragao
visiveis de alguma parte da planta. Os melhores exemplos sdo as altera¢des da coloragdo
do fruto (Figura 9), intensidade de russeting, habito de crescimento da planta (HAUAGGE
& BRUCKNER, 2002) e ocorréncia de ramos com resisténcia a doencas (Figura 10).

Ao identificar qualquer alteragdo anormal ao desenvolvimento das caracteristicas
do cultivar plantado, deve-se marcar o ramo com uma fita onde ocorre a alteragdo,
principalmente marcando as gemas ou o segmento de gemas no qual ocorreu a provavel
mutacdo. Durante o periodo da safra, esse ramo continuara crescendo e entdo, na saida
do préximo inverno e antes da brotagdo da planta, deve ser coletado o segmento mutante
do ramo para proceder as etapas do processo de enxertias, objetivando a identificacdo e
isolamento da(s) gema(s) mutante(s). Algumas vezes, quando o ramo é muito pequeno,
pode-se optar por deixar o ramo crescer por mais uma safra, aproveitando para verificar
se a mutagdo se repete e entdo, no inverno seguinte, procede-se a coleta do ramo ou parte
desse para enxertias.

Mesmo apos a coleta do ramo mutante, é importante deixar marcado o ramo
na planta onde a mutacdo foi originada, objetivando observar se a mutacdo se repete ao
longo dos anos ou mesmo para futuras coletas de gemas mutantes.

avermelhados mutantes na parte superior, em Fraiburgo, SC; (B): no primeiro plano,
frutos do cv. Imperatriz mutantes para cor vermelho escuro, enquanto no segundo
plano aparecem os frutos com a coloragdo natural do cultivar, em Cagador, SC
(Fotografias: Ivan D. Faoro).
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g A T R v . E P B il
Figura 10. MutagGes em macieira: (A): numa mesma planta do cv. Maxi Gala observa-
se ramos mutantes sem sintomas e outros ramos ndo mutantes com sintomas de
mancha foliar de Glomerella, em Fraiburgo, SC; (B): planta do cv. Castel Gala com parte
dos ramos contendo folhas nao infectadas pela mesma doenga, em Itaidpolis, SC
(Fotografias: Ivan D. Faoro).

Métodos de selecao de mutantes

A metodologia aqui citada é para uso de sele¢Oes de partes de plantas cultivadas
em pomares comerciais que apresentam alguma possivel mutagdo e ndo necessariamente
para a selecdo de plantas originadas de ramos artificialmente irradiados. Apds a coleta do
ramo onde a mutacdo foi observada, esse deve seguir um processo de selecdo, envolvendo
a multiplicagdo e avaliagdo de novos ramos produzidos a partir de suas gemas.

Na selecdo de gendtipos mutantes de frutiferas propagadas vegetativamente,
como a macieira, é utilizada uma simbologia para determinar qual geragdo se encontra o
material, a qual é formada pelas letras “M V ”. O valor de “x” aumenta, respectivamente,
de forma unitdria a cada nova mutagao ocorrida e a cada geragdo de sele¢do assexual ou a
novo ciclo de crescimento vegetativo, como mais adiante sera mostrado. Essa simbologia
difere da adotada por plantas multiplicadas via sexual, como ocorre com os cereais (arroz,
milho, trigo...), onde somente é adotada a letra “M ”, aumentando, neste caso, de forma
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unitaria o valor de “x” a cada nova gerac¢do obtida via reprodugdo sexual natural, dentro do
processo de selegdo (ALLARD, 1971; MALUSZYNSKI et al., 2009).

Tanto para frutiferas como para cereais, a geracdo M, é a geragdo na qual foi
realizado o tratamento mutante, no caso de mutacdo induzida, ou entdo é a geracdo na
qual foi detectada a primeira variante mutante na planta do cultivar original. Caso novas
geragBes mutantes surjam a partir do mutante original M, cada nova geracdo descendente
sera designada como M,, M.... (Tabela 2).

Por exemplo, o cultivar original de macieira ‘Gala’ foi lancado em 1962 na Nova
Zelandia, obtido a partir do cruzamento entre ‘Kidd’s Orange Red’ x ‘Golden Delicious’.
Portanto, esse cultivar ‘Gala’ original ou “stand” é designado como “M_”, ou seja, € a
geracdo inicial zero de uma variedade ndao mutante. Apds alguns anos foi selecionado
um novo cultivar mediante a selecdo de uma primeira mutacdo espontanea do cv. Gala,
sendo essa designada como ‘Royal Gala’ (geragdo “M,”). Desta primeira mutacdo M,, ou
seja, a partir desse novo cultivar Royal Gala, apds alguns anos foi selecionado um outro
cultivar resultante de mutagdo espontanea, designado como ‘Baigent’ (=‘Broockfield™), o
qual pertence a geragdo “M.,”". Desse, foi selecionada uma nova mutagdo esponténea, o cv.
Stark® GrandGala (= Caitlin), o qual é a geragdo mutante “M3”, e assim por diante (Tabela
2).

O simbolo “V ” € somente utilizado durante o processo de selecdo de um mutante
e se refere a cada geracdo vegetativa de crescimento de um novo ramo apds uma poda
ou enxertia, avaliado para testar se hd repeticdo (estabilidade) da expressdo da mutacgdo.
O valor de “x” aumenta unitariamente a cada nova poda ou enxertia, ou seja, a cada nova
fase de crescimento vegetativo de uma gema.

A metodologia para a selecdo de mutantes apresenta algumas variantes, conforme
pode ser observado nas Figuras 12, 13 e 14. O critério basico utilizado é que a partir do
ramo onde foi observada a mutagdo durante a safra (M V), procede-se a enxertia (pode
ser por dupla fenda) de pelo menos 11 segmentos sequenciais com duas gemas cada,
quando possivel, gerando pelo menos 11 novas plantas (Figuras 12 e 13). Este processo é
feito no inverno. Ou, procede-se a enxertia por borbulhia, enxertando uma Unica gema/
planta (Figura 14), cujo processo é feito na primavera ao verdo, quando a casca da planta
permite facil separagdo entre o cortex e o lenho (LEITE et al., 2002). Nos dois casos, cada
gema deve originar um novo ramo (Figura 11) para permitir observacgoes e avalia¢cdes da
expressao e da estabilidade da mutagdo. As podas dos ramos sdo executadas durante o
inverno e antes da planta brotar.
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Figura 11. Brotagdo de segmentos de ramos mutantes enxertados er:n planta de
macieira: (A e B): brotagcdo de duas gemas/segmento; (C): baixo, (D): mediano e
(E): igual vigor de crescimento de um dos dois ramos

Fotografias: Ivan D.Faoro

O plantio de mudas com os ramos mutantes deve se dar num mesmo local, devendo
ter como testemunha comparativa o cultivar que originou a muta¢do e o melhor cultivar
plantado pelos produtores. Caso seja intengdo a prote¢do da selegdo como uma nova
cultivar, a condugdo dessas plantas deve ser a campo para que elas expressem melhor as
suas caracteristicas fenotipicas, além de que o teste de distinguibilidade, homogeneidade e
estabilidade solicitado pelo Servigo Nacional de Protegdo de Cultivares, 6rgdo do Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, exige tal situagdo, conforme a Lei 9.456 de 25
de abril de 1997. Quando ndo existe essa possibilidade, devem ser geradas, o mais rapido

possivel, pelo menos 11 novas plantas oriundas da mutagdo para os testes citados acima.
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Tabela 2. Trés geragdes (M,, M, e M,) de mutantes do cv. Gala (M) para cor do fruto e suas reacBes
de resisténcia a doenga mancha foliar de Glomerella.

1960)

Imperial Gala

(Nova Zelandia,
1978)

(=Banning; USA, 1997)

Maxi Gala ©
(Brasil, 1998)

BuckeyeTM Gala ©
(=Simmons e PV 1001;EUA, 1989)

Premier Star ®
(Nova Zelandia, 1999)

Lydia’s Red®
Gala®
(EUA, data
desconhecida)

Regal Gala®
(=Gala Must)
(Nova Zelandia,
1973)

Lisgala 10
(Brasil, 1997)

Treco®
(=Gala-Go-Red)
(EUA, 1990)

Big Red Gala®
(EUA, 1992)

Castel Gala™
(Brasil, 2005)

Primeira Reagdo de
. « . « resisténcia dos
Cultivar geragao ~ Terceira geragao N
L Segunda geragdo mutante (M,) mutantes a
original mutante mutante (M,) ;
M) mancha foliar de
L glomerella*
Brokfield Gala™
(= Baigent; Nova Zelandia, 1994)
Star Gala®? .
(Brasil, 2000) Selegdo SG14M3
Galaxy™®
(Nova Zelandia, 1988)
Pacific Gala™ ¢
(=Olsentwo; EUA, 1989) Big Red Gala: S
K® la® Brockfield (Baigent):
Royal Gala® Stark® Galaxy Gala®® star GréndGa 2 S
— Kiddle: N Zelandia, 1989 (= Caitlin; EUA,
(=Red Gala, (= Kiddle; Nova Zelandia, ) 1992) Buckeye Gala: S
Ter;r?'x_ Royal Stark® UltraRed™ © Castel Gala: S
GazaIA ,(;\!ova (Obrogada; EUA, 1992) Crimson Gala: S
elandia, - :
Crimson™ Gala ® Gal?xY‘ S
1974) (EUA, 1992) Gala (hibrido
Gale Gala™ original): S
Gala Gala: S
_(EUA 1996) Gala Mitchgla
Twin Bee™ Gala © (=Mondial Gala): S
(EUA, sem data) Gala Perathoner: S
Gala Perathoner? Imperial Gala: S
Gala Mitchgla (Italia, 2005) Jugala: S
Gala® (=Mondial Gala®; Nova Zelandia, 1987) Jugala @ Lisgala: S
(Kidd’s Orange x (Franga, 2010) Lydia’s Gala: S
Golden DeJicious; Ultima Gala™®© Maxi Gala: S
Nova Zelandia, Pacific Gala

(=Olsentwo): S
Premier Star: S
Regal Gala: S

Royal Gala: S
Selegdo SG14M3: R
Star Gala: R
Stark® Galaxy Gala
(=Caitlin): S

Stark GrandGala
(=Kidle): S

Stark UltraRed: S
Treco: S

Twin Bee Gala: S
Ultima Gala: S

Fonte: (1): Brooks & Olmo (1997); (2): Denardi (2009); (3) Brooks & Olmo (1991); (4): Brooks & Olmo (1994);
(5): Brooks & Olmo (1999); (6): Brooks & Olmo (2002); (7): Finn & Clark (2012); (8): Gasic & Preece (2014); (9):
Weber et al. (2013); (10): Denardi & Camilo (1997); (11): Denardi & Seccon (2005); (12): https://www.google.

com/patents/US20140223620.

(*): reagdo de resisténcia (R) ou suscetibilidade (S) a mancha foliar de Glomerella, ocasionada pelo complexo

Colletotrichum .
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Figura 12. Avaliagdo de mutagdo por meio da técnica de poda repetida: (A): detec¢do do ramo
mutante na planta; (B): coleta do ramo mutante (M1V1); (C): enxertias de segmentos do ramo
mutante (M1V1) preferencialmente utilizando a garfagem dupla fenda contendo cada enxerto
duas gemas; (D): primeira poda dos novos ramos gerados (M1V1), apds a 32~42 gema; (E): segunda
poda dos ramos (M1V2), apds a 32~42 gema; (F): avaliagdo nos terceiros ramos mutantes (M1V3).
Individualmente, cada novo ramo deve receber um cédigo

Fonte: Broertjes & Harten (1978), modificado pelo autor.
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Figura 13. Avaliagdo de mutagdo por meio da técnica de enxertias: (A): detec¢do do ramo mutante
na planta (MOVO0); (B): coleta do ramo mutante (M1V1); (C): enxertias de diversos segmentos desse
ramo original mutante contendo duas gemas cada um dos segmentos (M1V1); (D): crescimento dos
ramos e retirada de seguimento dos dois ramos, preferencialmente entre a 52 e 122 gema (M1V2),
de modo que contemple pelo menos duas voltas de gemas ao redor de cada ramo; (E): enxertia

de seguimentos dos dois ramos retirados e nova enxertia contendo duas gemas cada (M1V2),
preferencialmente utilizando a garfagem dupla fenda; (F): podas e formagdo de ramos produtivos
a partir de cada uma das duas gemas e avaliagdo e sele¢do de mutantes observando, por exemplo,
a reagdo a doenga ou cor dos frutos (M1V3~4). Individualmente, cada um destes dois novos ramos
deve receber um cédigo

Fonte: Donini (1976), modificado pelo autor.
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(A) (B) (€) (D) (E)
MV, ¥ e MV, MV, MiV; 3

Figura 14. Avaliagdo de mutagdo por meio da técnica de enxertia de gemas por borbulha: (A):
detecgdo do ramo mutante na planta (M1V1); (B): coleta do ramo mutante na primavera ao verdo
(dezembro~janeiro) e enxertar as gemas por borbulha em T normal ou invertido, enxertando

uma gema por porta-enxerto numa quantidade que assegure a enxertia de duas voltas de gemas
ao redor do ramo mutante original (M1V1), propiciando a obtenc¢do de pelo menos 11 plantas,
quando possivel; (C): quando iniciar o crescimento da gema enxertada, proceder a poda do ramo
principal do porta-enxerto logo acima da enxertia para estimular o crescimento da gema enxertada
(M1V1); (D): desenvolvimento do ramo da gema enxertada e formagdo de uma nova planta,
(M1V1); (E): podas e avaliagdes da expressdo da mutagdo até a planta ficar adulta, semelhante a
sequéncia mostrada na Figura 13 (M1V2~3...4)

Sdo suficientes para oferecer uma boa garantia da estabilidade da mutacdo a
realizacdo de trés a cinco geragdes de enxertias ou 0 mesmo numero de emissdes de ramos
novos mediante podas, ndo sendo necessario mais que oito a dez gera¢des (SUPRASANNAA
& NAKAGAWAB, 2011) de novos crescimentos para tal fim.

Caso apresente potencial comercial, a selecdo podera ser langada como um
novo cultivar comercial e ser protegida no Servico Nacional de Protegdo de Cultivares e
registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Testes de novos genotipos mutantes e plantios
comerciais

Apods confirmacgdo da estabilidade da mutagdo e antes do lancamento de uma
nova cultivar, é importante a realizagdo de detecgao e limpeza de virus para a produgdo
de mudas. Para suprir a necessidade de quantidade razodvel de plantas para serem
utilizadas em testes de competicao de cultivares nas institui¢des de pesquisa, ensino e nas
propriedades rurais, as plantas podem ser multiplicadas por cultura de tecidos (in vitro)
ou mediante a enxertia dos ramos mutantes selecionados em porta-enxertos ananizante.

Essas plantas obtidas por reprodugdo vegetativa podem ser designadas como S-clones.

-27-



A multiplicagdo assexual, através de enxertias de gemas ou de segmentos de ramos,
pode manter a mutacgdo selecionada indefinitivamente, caso ndo ocorra reversdes. Esse
sistema é o utilizado na produgdo de mudas de macieira para a implantagdo de novos
pomares comerciais.

Antes ou apds o lancamento do cultivar é indicado o seu plantio em diversos
locais com diferentes condi¢Ges edafoclimaticas para a avaliagdo da interagdo gendtipo
x ambiente. Esse teste é importante por que algumas mutagdes podem ndo expressar
a caracteristica mutante ou mesmo expressar em baixa intensidade quando submetidas
a diferentes temperaturas, radiagdo, umidade e solo. Esses casos estdo mais ligados a
caracteristicas controladas por muitos genes, como é a produtividade. Mas ndo exime
alteragGes controladas por poucos genes, como a coloragdo e o formato dos frutos.

Por exemplo, a macieira cv. Fuji quando cultivada em S3o Joaquim, regido mais fria
de SC e situada acima de 1200 m de altitude, com cerca de 2.000 UF pelo método Carolina
do Norte Modificado, normalmente produz frutos mais arredondados e de coracgdo
avermelhada uniforme. Ja quando cultivada em Cagador, SC, com altitude entre 900 e 950
m e com cerca de 1.000 UF, geralmente produz frutos com formato irregular e com menor
intensidade e cobertura vermelha no fruto (Figura 15).

No caso de doengas normalmente controladas por um ou poucos pares de genes,
como é o caso da mancha foliar de Glomerella que é controlada por um gene com dois
alelos recessivos (cg cg) (KATSURAYAMA & BONETI, 2009), a resisténcia é expressada de
forma semelhante nas mais diversas condi¢des edafoclimaticas do sul do Brasil.

Figura 15. Diferenga no formato e coloragdo de fruto do cv. Fuji produzido em S3o Joaquim (A) e
em Cagador (B)
Fotografias: Ivan D. Faoro (esquerda) e Frederico Denardi (direita).
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Ostestes realizados em dois ou maislocais devem serimplantados preferencialmente
em delineamento experimental. Sempre que possivel, a selegdo mutante deve ser
comparada ao cultivar comercial mais plantado pelos produtores da regido e ao cultivar
que originou a selecdo mutante. O objetivo é comparar as qualidades positivas e negativas
da nova selegdo mutante frente aos cultivares tradicionalmente cultivados. A condugdo
desse teste deve seguir o sistema de producdao adotado nos pomares comerciais.

Observa-se que plantas mutantes para uma caracteristica geralmente ndo alteram
a maior parte de suas caracteristicas agron6micas. Exemplos sdo as mutacGes de ‘Gala’
para frutos com maior area de cobertura vermelhada, sem afetar a data de floragdo e
de maturagdo (Tabelas 3 e 4). No entanto, algumas vezes essas alteracoes podem induzir
menor aroma nos frutos, como foi observado em mutantes mais coloridos do cv. Delicious
(BROWN & MALONEY, 2003).

Tabela 3. Floragdo, inicio da colheita dos frutos, eficiéncia de floragdo e frutificacdo efetiva em
mutantes da cv. Gala sobre o porta-enxerto M-9, em Cagador, SC.

Cultivar ﬂlc?rlzacgl;go maltnL:::I;:;zio Eﬁciéncia ?e Frutiﬁc.agéo
(data) (data) floragdo efetiva
Baigent (=Brookfield®) 15/09 06/02 28,3 1,14
Gala Real 15/09 06/02 22,4 1,21
Galaxy 15/09 06/02 20,6 1,23
Maxi Gala 15/09 06/02 19,6 0,15
Royal Gala 15/09 06/02 24,1 0,17

Fonte: Oliveira et al. (2011).
(1): eficiéncia de floragdo quanto ao numero de gemas florais/cm? por drea transversal do caule.

Tabela 4. Floragdo, inicio da colheita dos frutos, eficiéncia de floragdo e frutificacdo efetiva em
mutantes da cv. Fuji sobre o porta-enxerto M-9, em Cagador, SC.

Cultivar Inicio floragdo ma::L:?a(:;éo Eﬁciéncja (1:1e Frutiﬁc.agéo
(data) (data) floragdo efetiva
Fuji Precoce - - 12,2 0,69
Fuji Select 10/09 25/03 12,4 0,68
Fuji Suprema 13/09 25/03 6,5 1,66
Mishima 10/09 25/03 7,5 1,40

Fonte: Oliveira et al. (2011).
(1): eficiéncia de floragdo quanto ao numero de gemas florais/cm? por drea transversal do caule.
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Conclusoes

A detecgdo, a selegdo e a avaliagdo de mutantes de macieira requer acuidade e
conhecimento sobre o processo de melhoramento adotado. Embora seja uma estratégia
pouco adotada como linha de pesquisa em muitos centros de pesquisa, os seus resultados
sdo reais e importantes comercialmente. Na cultura da macieira, isso é extremamente
relevante, considerando que os cultivares mais plantados no Brasil sgao mutantes derivados
dos cvs. Gala e Fuji. Sdo exemplos os cvs. Brokfield, Galaxy, Maxi Gala e Fuji Suprema.

Espera-se que o tema aqui abordado sirva de subsidio para despertar o interesse
nessa area por parte dos produtores e técnicos que atuam na area agricola, fazendo com
que observem melhor as plantas nos pomares e ndo percam oportunidades agronémicas

e comerciais oferecidas de graca pela natureza.
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