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RESUMO

Conduziram-se dois ensaios com o objetivo de
desenvolver um protocolo para a calogénese de
morangueiro cvs. Konvoy-Cascata e Chandler, a fim de
serem  utilizados em  futuros programas de
melhoramento. Discos foliares foram inoculados em
sais e vitaminas MS, mio-inositol (lOOmg.I'l), sacarose
(30g.I'"), &gar (6g.I'") e BAP (1(uM). Testaram-se seis
concentracdes (0; 3; 6; 9; 12 e 15(uM) de 2,4-D ou de
picloram na inducéo da calogénese de ambas cultivares.
No segundo ensaio, estudou-se o pré-condicionamento
dos explantes em cinco periodos (0; 1; 2; 3 e 4
semanas) de escuro. Observou-se formacgéo de calos
em todos os tratamentos, exceto naqueles isentos de
auxinas. As cultivares diferiram estatisticamente em
ambos ensaios. Na cv. Konvoy-Cascata, o 2,4-D
propiciou uma maior intensidade de calo e os periodos
de escuro ndo diferiram estatisticamente para esta
variavel. J& na cv. Chandler, o 2,4-D e o picloram néo
mostraram diferencas significativas quanto a intensidade
de calo, enquanto que, o pré-condicionamento dos
explantes no escuro favoreceu significativamente o
crescimento dos mesmos.

Palavras-chave: morangueiro, calogénese, cultura
de tecidos, 2,4-D, picloram.

ABSTRACT

CALOGENESIS IN VITRO OF TWO CULTIVARS
OF STRAWBERRY PLANTS (Fragaria x ananassa)
FROM FOLIAL DISKS. Two experiments were
performed aiming to develop some protocol to produce
callogenesis on strawberry plants, Konvoy-Cascata and
Chandler cultivars, in order to employ them on
forthcoming improvement programs. Folial disks were
inoculated into salts and vitamins MS , myo-inusitol (100
mg.I""), sucrose (30 g.I'"), agar (6 g.I") and BAP (1(uM).
Six 2,4-D or picloran concentrations ( 0, 3, 6, 9, 12 and
15 (uM) were tested to induce callogenesis on both

cultivars. In the second experiment, we studied explants
pre-conditioning under five different dark periods (0, 1, 2,
3 and 4 weeks). Callogenesis were observed in all
treatments, exception to those with no auxins. Cultivars
differred statistically in both experiments. On Konvoy-
Cascata, 2,4-D proved to provide larger callus intensity,
and dark periods showed no statistical difference
concerning this variable. For Chandler both 2,4-D and
picloran didn't show significant difference for callus
intensity. However, the explants pre-conditioning in the
dark promoted their growth significantly.
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INTRODUCAO

A propagacao in vitro de morangueiros tornou-se
uma pratica eficaz para a producédo em larga escala de
plantas com sanidade controlada (BOXUS, 1977),
preservacdo de cultivares indefinidamente e aumento na
producéo de estoldes (MAAS, 1984).

Apesar da micropropagacdo usualmente obter
clones, plantas com alteracdes genéticas podem ser
produzidas, principalmente através do cultivo de calos e
protoplastos (KARP, 1989).

O calo corresponde a uma massa de células
desorganizadas e parcialmente indiferenciadas que
variam quanto ao tipo, tamanho, contetddo celular e
espessura da  parede. Traqueideos, células
parenquimaticas, cambio e periderme podem se formar
durante a calogénese (NARAYANASWAMY, 1977).

A varia¢do somaclonal € um termo que descreve as
variacdes observadas entre os tecidos cultivados in vitro
(LARKIN & SCOWCROFT, 1981), sendo vista como
fonte adicional de variabilidade, importante para plantas
propagadas vegetativamente como o morangueiro. Os
variantes somaclonais podem ser expostos a condi¢des
especiais que permitam a selecdo dos variantes ou
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mutantes espontaneos. Entre as muitas linhagens
selecionadas, destacam-se aquelas que apresentam
resisténcia a herbicidas, toxinas de fungos patogénicos,
estresses ambientais, metais pesados e outros
(HANDRO et al., 1980). Portanto, a definicdo de uma
metodologia de obtencdo de somaclones de
morangueiro pode ser uma ferramenta valiosa para o
melhoramento tradicional de cultivares desta espécie.

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito
de diferentes concentragbes de 2,4-D (4cido 2,4-
diclorofenoxiacético) ou picloram (acido 4-amino-3,5,6-
tricloropicolinico) e do pré-condicionamento dos
explantes no escuro sobre a calogénese de
morangueiro cvs. Konvoy-Cascata e Chandler.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério
de Cultura de Tecidos do Centro de Pesquisa
Agropecuaria de Clima Temperado da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(CPACT/EMBRAPA), Pelotas,RS.

Utilizaram-se como explantes discos foliares
(0,6cm de diametro) de morangueiro cvs. konvoy-
Cascata e Chandler, provenientes do cultivo in vitro.

O meio de cultura basico utlizado nos
experimentos continha os sais e vitaminas de MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescido de mio-
inositol (100mg.I"), sacarose (30g.I'"), agar (6g.I") e
BAP (6-benzilaminopurina) (1(uM). O pH foi ajustado
para 5,9.

Cada explante foi colocado individualmente em
tubos de ensaio (25 x 150mm) com a face adaxial em
contato com o meio de cultura.

As condi¢cdes da sala de crescimento foram de
temperatura a 25 ( 2(C, fotoperiodo de 16 horas de luz e
(2000 lux de luminancia.

O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos ao acaso com cinco repetices e seis explantes
por tratamento. Os dados qualitativos foram analisados
pelo teste de Duncan e os quantitativos pela regresséo
polinomial, com (0,01. Os dados expressos em
percentagem foram transformados segundo arco seno

raiz quadrada de (X/100), onde X significa o valor
percentual obtido para cada variavel. Para a variavel
intensidade de calo, os dados foram transformados
segundo logaritmo de (X/100), onde X significa o valor
obtido.

Efeito do 2,4-D e picloram na calogénese

Testaram-se seis concentracdes (0; 3; 6; 9; 12 e
15(uM) de 2,4-D ou de picloram na inducdo da
calogénese. Ap6s a inoculacdo, os explantes foram
incubados no escuro por um periodo de trés semanas.
Posteriormente, foram conduzidos a sala de
crescimento.

O ensaio foi avaliado aos 55 dias pelos pardmetros
percentagem de calo formado e intensidade de calo.
Para esta variavel utilizou-se uma escala de 1 a 4, onde
1= auséncia calo; 2 = pequena; 3 = média e 4 = grande
formacéo de calo.

Efeito do escuro na calogénese

Testaram-se cinco periodos (0; 1; 2; 3 e 4
semanas) de escuro na calogénese de ambas
cultivares. Ao meio de cultura basico foi adicionado
15(M de 2,4-D.

Ap0Gs serem submetidos aos diferentes periodos de
escuro, os tratamentos foram conduzidos a sala de
crescimento.

As avaliagbes foram feitas ap6s 50 dias de cultivo
pela variavel intensidade de calo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se a formacdo de calos em todos os
tratamentos, exceto naqueles isentos das auxinas 2,4-D
ou picloram. Estes dados concordam com
GRATTAPAGLIA & MACHADO (1990) que relatam a
indugdo da calogénese em meio com altas
concentracbes de auxinas, sendo 2,4-D um dos
reguladores de crescimento mais eficazes na indugéo
de calos (AMMIRATO, 1983).

Maior intensidade média de calo foi obtida com a
cv. Chandler, a qual diferiu significativamente da cv.
Konvoy-Cascata (Figura 1).
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Figura 1- Intensidade média de calo formado em morangueiro cv. Chandler e Konvoy-Cascata em funcdo das
concentracdes de picloram e 2,4-D. EMBRAPA/CPACT, Pelotas, RS, 1998*
*Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem significativamente quanto aos reguladores e
letra mailscula quanto as cultivares, pelo teste de Duncan a 1% de probabilidade.
+Escala de 1-4, onde 1=auséncia; 2=pequena; 3=média e 4=grande formacao de calo.

Varios trabalhos tém demonstrado que certos
grupos de plantas respondem mais facilmente em
culturas in vitro que outros. Estas diferencas mostram
gue as condicdes ideais para o cultivo in vitro variam
com o gendtipo em estudo (AMMIRATO, 1986).

JONES et al. (1988) trabalhando com calogénese
em oito cultivares de morangueiro, também observou
diferenca entre os genétipos. Respostas diferentes entre
gendtipos tém sido relatadas em milho (GREEN &
PHILLIPS, 1975), tabaco (HEBERLE-BORS, 1984),

alfafa (KAO & MICHAYLUK, 1980) e outras culturas

Na cv. Konvoy-Cascata, o0 2,4-D mostrou-se
estatisticamente superior ao picloram quanto a
intensidade de calo (Figura 1), concordando com o0s
dados verificados por GONZALEZ-BENITO &
ALDERSON (1995) em Altroemeria. Os melhores
resultados foram registrados com 10,1(uM de 2,4-D, a
partir desta concentracdo houve uma tendéncia a
reducédo do crescimento dos calos (Figura 2).
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Figura 2 - Intensidade de calo formado em morangueiro cv. Konvoy-cascata, em meio com diferentes
concentracdes de 2,4-D ou de picloram. EMBRAPA/CPACT, Pelotas, RS, 1998
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O 2,4-D e o picloram mostraram o0 mesmo efeito no
crescimento dos calos na cv. Chandler, ndo havendo
diferenca estatistica entre os mesmos (Figura 1). Uma
maior intensidade de calo foi obtida com 10,5(uM de
2,4-D ou de picloram , decrescendo em concentracdes
superiores (Figura 3) .

Estes dados concordam com JONES et al. (1988)

gue observaram a formacdo de calos em varias
cultivares de morangueiro dentro de quatro a oito
semanas em meio com 2,4-D e BAP. NEHRA et al.
(1990) estudando variagdo somaclonal em morangueiro,
obteve calogénese em meios com 1-10(uM de 2,4-D e
BAP, sendo que as melhores respostas para o
crescimento dos calos foram registradas com 5(uM de
BAP e 2,4-D.
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Figura 3 - Intensidade de calo formado em morangueiro cv.Chandler, em meio com 2,4-D ou picloram.

EMBRAPA/CPACT, Pelotas, RS, 1998

BLANDO et al. (1993) relataram que cerca de 90%
de explantes foliares de morangueiro cv. Pajaro
formaram calos com 9(UM de 2,4-D e 4,6(uM de
cinetina.

No entanto, para algumas espécies, o picloram
também mostra-se bastante eficiente na inducdo de

12

calos (HAGEN et al., 1990), fato este verificado na cv.
Chandler.

As cultivares diferiram significativamente entre si
guando se avaliou o efeito de diferentes periodos de
escuro, onde os calos mais desenvolvidos foram
observados na cv. Chandler (Figura 4).
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Figura 4 - Intensidade média de calo formado em morangueiro cv. Konvoy-Cascata e Chandler em fungdo do
pré-condicionamento dos explantes no escuro. EMBRAPA/CPACT, Pelotas, RS, 1998

Os diferentes periodos de escuro ndo diferiram
estatisticamente quanto a intensidade de calo formado
na cv. Konvoy-Cascata. Explantes submentidos ao
escuro durante 4 semanas apresentaram um pequeno
acréscimo na intensidade de calo (2,2), quando
comparado com explantes levados diretamente sob a
luz (2,0).

Apesar da maioria dos trabalhos relatar que a
calogénese desenvolve-se melhor no escuro, FARIA

(1996) também ndo observou diferenga significativa
entre periodos de escuro na intensidade de calos de
macieira cv. Marubakaido.

Na cv. Chandler, o escuro favoreceu
significativamente o crescimento dos calos. Observou-
se uma intensidade maxima de 4,0 quando os explantes
foram submetidos a 3-4 semanas de escuro antes de
serem transferidos para a luz (Figura 5).
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Figura 5 - Intensidade de calo formado de morangueiro cv. Chandler em funcdo do pré-condicionamento dos
explantes em diferentes tempos de escuro. EMBRAPA/CPACT, Pelotas, RS, 1998
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Estes dados estdo de acordo com BLANDO et al.
(1993) que trabalhando com morangueiro cv. Pajaro,
verificaram que o pré-condicionamento dos explantes no
escuro por 20-40 dias, seguida pela exposi¢do a luz,
propiciou melhores resultados na calogénese.

Desta forma, estes resultados confirmam a
importdncia do desenvolvimento de  protocolos
especificos para a inducdo de calo de acordo com o
genotipo em estudo.

CONCLUSOES

3-15 pM de 2,4-D ou de picloram formam calos em
100% dos explantes formam calos nas cvs. Chandler e
Konvoy-Cascata.

A cv. Chandler mostra-se mais responsiva que a
cv. Konvoy-Cascata quanto a intensidade de calo
formado.

2,4-D é superior ao picloram na calogénese da cv.
Konvoy-Cascata.

Pré-condicionamento dos explantes, por trés a
qguatro semanas no escuro, favorece o crescimento dos
calos na cv. Chandler.
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