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ABSTRACT

RESUMO
Este ensaio objetivou estudar a calogênese em figueira, cv. Roxo de Valinhos. Em todos os experimentos, foi

usado o meio nutritivo MS modificado para a indução de calos. Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial. As avaliações realizadas após 60 dias de inoculação, consideraram os parâmetros intensidade
de crescimento e massa fresca de calos. No primeiro experimento, testaram-se dois tipos de explantes: segmento
foliar e segmento caulinar, com 0;  0,5; 1,0; 2,0; 4,0 mgL-1 de 2,4-D adicionados ao meio. Os segmentos foliares se
mostraram mais eficientes na indução da calogênese e passaram a ser os mais usados nos demais experimentos. No
segundo, foi verificada a formação de calos na presença ou na ausência de luminosidade,  nas mesmas doses de 2,4-
D. No terceiro e último experimento, buscou-se uma otimização do protocolo, testando-se as mesmas doses de 2,4-
D em combinação com cinetina na presença de luz. Os resultados obtidos mostraram que a calogênese em figueira
‘Roxo de Valinhos’ é melhor estimulada pela utilização de segmentos foliares, em ausência de luminosidade, adicio-
nando  2,4-D e cinetina  ao meio, ambos na concentração 4 mg L-1.

Palavras-chave: 2,4-D, cinetina, variação somaclonal.

CALLOGENESIS IN FIG PLANTLETS
This work aimed to study the callogenesis process in plantlets of fig cultivar ‘Roxo de Valinhos’. MS medium

modified for callus induction was used in all experiments. The experiments were arranged in a randomized design in
factorial scheme. Evaluation was carried out at 60 days after the inoculation including the following parameters:
growth intensity and callus fresh weight. In the first experiment 2 types of explants were tested: leaves and stem
segments with 0, 0.5; 1.0; 2.0; 4.0 mgL-1 of 2,4-D added to the medium. The first experiment showed that leaf
segments were more efficient to produce calli and were adopted as explant in the others experiments.  The second
experiment evaluated callus induction in presence and absence of light with the same 2,4-D doses. The third and last
experiment sought a protocol optimization by testing the same 2,4-D doses together with kinetin, using leaf segments
as explants in the presence of light. The results showed that callogenesis in fig cultivar ‘Roxo de Valinhos’ is more
efficiently induced in leaf explants, in the light adding 2,4-D together with 4 mgL-1 kinetin to the medium.

Key words:  growth regulators, breeding
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INTRODUÇÃO

No Brasil, somente o cultivar Roxo de Valinhos (Ficus
carica L.) é plantado comercialmente. Embora apresente
alto vigor, rusticidade, boa produtividade e grande acei-
tação, o referida cultivar apresenta algumas característi-
cas que podem colocar em risco a atual produção e ain-
da comprometer a expansão para novas áreas, destacan-
do-se a susceptibilidade ao vírus do mosaico e aos
nematóides das galhas e do cisto, que constituem um
dos principais problemas da cultura.

Os programas de melhoramento de figueira por mé-
todos convencionais são praticamente inexistentes no
Brasil. A pouca variabilidade genética e a dificuldade de
obtenção de plantas oriundas de fusão gamética, por
não ser encontrada a vespa da espécie Blastophaga
psenes, responsável pela polinização natural, são os prin-
cipais entraves encontrados pelos melhoristas (Tulman-
Neto et al., 1999).

A biotecnologia destaca-se como uma alternativa que
vem auxiliando significativamente os programas de me-
lhoramento genético pela engenharia genética, biologia
molecular e cultura de tecidos. Nessa última, são obser-
vadas variações entre os tecidos cultivados in vitro e a
variação somaclonal, que constitui uma fonte adicional
de variabilidade (Larkin & Scowcrof, 1981).

O material inicial para variação somaclonal pode ser
obtido por meio da calogênese (Evans & Sharp, 1986).
Há relatos de que plantas regeneradas a partir de calos
apresentam altas taxas de variação genética, que podem
ser herdáveis e transmitidas aos descendentes (Handro
& Floh, 1990). Os calos, massa de células a partir de um
explante, dão suporte aos programas de melhoramento
genético na produção de células para manipulações ge-
néticas, como a hibridação somática e a poliploidização.
Essa variação em plantas obtidas na calogênese pode
chegar até próximo de 100% das plantas, com alguma
alteração, dependendo da espécie, da metodologia em-
pregada.

A calogênese é influenciada pelo genótipo, pelo tipo
de explante, pela constituição do meio cultura e pelo
ambiente de cultivo. Considerando a influência do
explante, é recomendada a utilização daqueles que con-
têm maior proporção de tecido meristemático, ou que
apresentam maior capacidade de expressar a totipotência
(Grattapaglia & Machado, 1990).

A auxina, quando adicionada ao meio em quantida-
des excessivas, estimula a produção de calos, embora a
calogênese ocorra mesmo em baixas concentrações
(Grattapaglia & Machado, 1990). Dentre as auxinas mais
utilizadas, o 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético)  tem
sido largamente empregado em estudos envolvendo
calogênese em espécies frutíferas, como banana
(Tulman-Neto et al., 1999), maçã (Fortes, 1992), alguns
cultivares de Coffea arabica L. (Maciel, 2001; Palú, 2002;
Araújo, 2004) em plantas medicinais (Artiaga 2004) e,
ainda, em espécies florestais de importância econômica,
como Croton urucana (Lima, 2004).

A formação de calos, normalmente, ocorre no escuro
(Camargo et al., 1999), pois a luz pode favorecer a pro-
dução de compostos fenólicos que podem comprometer
a divisão celular. Entretanto, há relatos de algumas es-
pécies em que a formação de calos foi indiferente à
luminosidade (Faria, 1996).

No caso da figueira, a definição de uma metodologia
para obtenção de calos com vistas à obtenção de
somaclones pode ser uma ferramenta valiosa para o me-
lhoramento da espécie. Isso devido ao fato de somente
o cultivar Roxo de Valinhos ser plantado comercialmen-
te no Brasil e também pela escassez de programas de
melhoramento pelos métodos convencionais.

Assim, este ensaio teve como objetivo realizar estu-
dos relacionados à indução de calos em figueira, avalian-
do diferentes tipos de explantes e condições ambientais
em combinação com diferentes doses de 2,4-D e cinetina.

MATERIAL E MÉTODOS

O ensaio foi conduzido no Laboratório de Cultura de
Tecidos da Universidade Federal de Lavras, utilizando
plântulas de figueira, cultivar Roxo de Valinhos
preestabelecidos in vitro, onde foram conduzidos três
experimentos, descritos a seguir.

Experimento 1 – foram testados dois tipos de
explantes: segmento caulinar com, aproximadamente, 1
cm de comprimento e segmentos de discos foliares com
quase 0,5 cm de diâmetro e 2,4-D, nas doses 0; 0,5; 1,0;
2,0;  e 4,0 mgL-1. O delineamento usado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x5, explantes e doses,
respectivamente.
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Figura 1. Notas atribuídas à intensidade de crescimento de calos
de figueira, provenientes de diferentes explantes, ambiente de
cultivo e concentrações de 2,4-D e cinetina.
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Figura 2. Intensidade de crescimento de calos formados a partir
de segmentos caulinares e foliares de figueira ‘Roxo de Valinhos’
em diferentes concentrações de 2,4-D.

Experimento 2 – a partir do resultado do experimento
1, segmentos foliares circulares com aproximadamente 0,5
cm diâmetro foram avaliados em dois tipos de ambientes:
com e sem luminosidade, combinados com as mesmas
doses de 2,4-D (0; 0,5; 1,0; 2,0;  e 4,0 mgL1). A intensidade
luminosa utilizada foi 32 µmol.m-2.s-1;  o fotoperíodo foi
de 16 horas; a temperatura foi mantida em aproximada-
mente 25±1ºC. O delineamento usado neste experimento
foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2, sen-
do os fatores doses de 2,4-D x ambiente (exposição à luz).

Experimento 3 – utilizaram-se segmentos foliares cul-
tivados em sala de crescimento com temperatura de apro-
ximadamente 25±1ºC, fotoperíodo de 16 horas e 32 µmol.m-

2.s-1 de intensidade luminosa. Foram testados meios con-
tendo combinações de 2,4-D e cinetina nas doses 0; 0,5;
1,0; 2,0 e 4,0 mgL-1 em esquema fatorial 5x5, seguindo
delineamento experimental inteiramente casualizado.

O meio de cultura usado em todos os experimentos
foi MS (20) modificado para a indução de calos (3), acres-
cido de 600 mgL-1 de ácido ascórbico. O pH foi ajustado
para 5,7+ 0,1, antes da autoclavagem a 120ºC e 1,2 atm,
durante 20 minutos. A inoculação dos explantes em seus
respectivos experimentos foi realizada em câmara de flu-
xo laminar, utilizando tubos de ensaio contendo 15 mL
do meio nutritivo.

Todos os experimentos foram conduzidos com 4 re-
petições, contendo 3 plantas por parcela, 60 dias após a
inoculação. Foram avaliadas as características massa fres-
ca de calos (g) e intensidade de crescimento de calos,
atribuindo-se notas de 0 a 3, com o seguinte critério: 0 -
sem formação de calo; 1 -  25% de calos na superfície do
tubo; 2 - 50%; 3 > 50% de calos a superfície do tubo
(Flores, 1998) (Figura 1).

Foram realizadas também avaliações visuais sema-
nalmente com o objetivo de registrar o início da forma-
ção de calos e acompanhar o seu aspecto visual.

Os dados foram analisados por meio de regressão
polinomial, utilizando-se o programa estatístico Sisvar
(Ferreira, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Observou-se formação de calos em todos os trata-

mentos, exceto naqueles isentos de auxinas 2,4-D (Ex-
perimentos 1 e 2) e cinetina (Experimento 3). A eficiência
do 2,4-D na indução de calos, ainda que isoladamente,
concorda com os resultados obtidos por Berthouly &
Michaux-Ferriere (1996), que relatam a indução da
calogênese em meios com concentrações elevadas de
2,4-D e também em baixas concentrações. Por essa ra-
zão, o 2,4-D é considerado um dos reguladores de cres-
cimento mais eficazes na indução de calos.

Experimento 1 - Tipos de explantes x 2,4-D

A formação dos calos neste experimento ocorreu entre
25 e 35 dias após a inoculação, para ambos os explantes
testados. Na literatura, há relato de grande variação no
tempo de início de formação de calos, que pode ocorrer em
semanas ou até em 6 meses após a inoculação (Verdeil et
al., 1994). Essa variação ocorre em função do explante, do
local de incubação e, principalmente, da espécie utilizada.

Nas Figuras 2 e 3, que representam a intensidade de
crescimento e acúmulo de massa fresca de calos, respecti-
vamente, observa-se que o uso de segmento foliar se
mostrou mais eficiente na indução da calogênese.

Percebe-se, pelas mesmas figuras, que, independen-
temente do explante utilizado, não houve formação de
calos na ausência do 2,4-D e da cinetina. A análise de
regressão estima que a maior intensidade de crescimento
de calos (3,18g) pode ser obtida na concentração de 2,59
mg L-1. Por sua vez, para o 2,4-D, a concentração de 2,68
mg L-1 pode resultar em maior incremento na massa fresca
de calos (2,70 g). Em ambos os casos, a partir desses
valores, houve decréscimo no crescimento dos calos.
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Experimento 2 - Ambientes x concentrações de 2,4-D

A formação de calos no escuro ocorreu entre 28 e 35
dias após a inoculação, enquanto que, na presença de
luz, o início ocorreu somente entre 35 e 48 dias após a
incubação.

Semelhantemente ao observado no experimento an-
terior, o comportamento de ambos os parâmetros anali-
sados apresentou regressão com ajustamento quadrático
em função das concentrações de 2,4-D, com pontos
máximos estimados de 2,55 e 2,54 mgL-1 para intensidade
de crescimento e  massa fresca de calos, respectivamen-
te (Figuras 4 e 5).

O fato da formação de calos ter ocorrido mais preco-
cemente no ambiente escuro pode ser responsável pelo
maior desenvolvimento e peso de calos e está em con-
cordância com a literatura (Fortes, 1992 ; Maciel, 2001;
Palú, 2002; Araújo, 2004; Artiaga, 2004; Nogueira, 2003 ;
Kouider et al.,1984).
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Figura 3. Massa fresca média de calos (g) formados a partir de
segmentos caulinares e foliares de figueira ‘Roxo de Valinhos’ em
meio com diferentes concentrações de 2,4-D
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Figura 4. Intensidade de crescimento de calos formados a partir
de segmentos foliares de figueira ‘Roxo de Valinhos’, em diferentes
ambientes e diferentes concentrações de 2,4-D.

Há relatos da formação de calos na presença de luz
em ensaios de micropropagação com figueira na presen-
ça fitorregulador BAP (Fráguas, 2003).

Estudos comparativos de calogênese com diferen-
tes cultivares de morangueiro, variando o tempo de per-
manência no escuro e no claro, verificaram que os dife-
rentes períodos de escuro não diferiram estatisticamen-
te quanto à intensidade de formação de calo no cv.
Konvoy-Cascata. Para outro cultivar no mesmo estudo
(‘Chandler’), o escuro favoreceu significativamente o
crescimento dos calos (Flores et al., 1998).

Estudos envolvendo o efeito do tempo de perma-
nência no escuro na calogênese in vitro de macieira, cv.
Marubakaido, mostraram que o período de escuro não
influencia a percentagem e a intensidade de calos for-
mados (Camargo et al., 1999).

É importante ressaltar o melhor aspecto dos calos
desenvolvidos em presença de luz, que se apresentaram
com coloração verde, mesmo ao final do experimento, o
que pode favorecer o processo de regeneração. Alguns
autores verificaram, em material somático de macieira
(Malus domestica, Borkh.), que os explantes expostos
diretamente à luz apresentaram melhor aspecto e, poste-
riormente, maior percentagem de regeneração (Fortes &
Teixeira, 1992). Ensaios com cotilédones sem embrião de
macieira, cv. Red Delicious, mostraram que os explantes
expostos ao escuro somente por 4 dias e, posteriormen-
te, transferidos para a luz formaram calo compacto e ver-
de, o que favoreceu a diferenciação dos brotos dentro
de três semanas (Kouider et al., 1984).

Experimento 3 - Doses de 2,4-D e cinetina

A formação de calos não foi comprometida pela ex-
posição à luz. Observa-se, nas Figuras 6 e 7, que houve
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Figura 5. Massa fresca média de calos formados a partir de
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diferentes ambientes e concentrações de 2,4-D.
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resposta crescente para todas as concentrações de
cinetina testadas.
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Figura 6. Intensidade de crescimento de calos formados a partir
de segmentos foliares de figueira em diferentes combinações de
doses de 2,4-D e cinetina.
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Figura 7. Massa fresca de calos desenvolvidos a partir de
segmentos foliares de figueira, em diferentes combinações de doses
de 2,4-D e cinetina.

O valor máximo de intensidade de crescimento de
calos (3,65g) estimado a partir da equação de regressão
foi registrado utilizando a dose 4,0 mgL-1 de cinetina em
combinação com 2,85 mgL-1 de 2,4-D. Já para massa fres-
ca, o melhor desempenho (3,10g) estimado foi obtido na
dose máxima de cinetina em combinação com 2,98 mgL-1

de 2,4-D.
Os resultados encontrados neste trabalho concor-

dam com os obtidos por Damião Filho (1995), quando
esse autor afirma que a maioria das espécies lenhosas

requer altas concentrações de fitorreguladores no meio
de cultura para a formação de calos. Fráguas (2003) tam-
bém registrou a formação de calos em figueira na dose 4
mgL-1 de cinetina em combinação com meio WPM, quan-
do se dobrou sua  concentração (200%).

A influência positiva da combinação auxina/citocinina
também foi verificada em ensaios envolvendo calogênese
em diversas cultivares de café (Santos et al,. 2000). De
modo similar, em estudos de calogênese em café testan-
do diferentes doses de 2,4-D e 2,0 mgL-1 de cinetina
Maciel (2001) também verificou maior formação de calos
primários nodulares à medida em que se aumentou a
concentração de 2,4-D.

 As auxinas são indispensáveis à formação de calos,
uma vez que são responsáveis pelo início da divisão
celular e pelo controle dos processos de crescimento e
alongamento celular (Taiz & Zeiger, 2004). Já as
citocininas também são necessárias para a divisão celu-
lar das plantas com resultado positivos na indução de
calo embriogênico (Pasqual, 2001), confirmando que a
calogênese observada neste experimento provavelmen-
te foi favorecida pela ação conjunta desses fitorregu-
ladores.

CONCLUSÕES

A calogênese em figueira ‘Roxo de Valinhos’é esti-
mulada pela utilização de segmentos foliares em ausên-
cia de luminosidade, na presença de 2,4-D e cinetina,
ambos na concentração 4 mg L-1.
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