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Efeito do Thidiazuron na multiplicagao
in vitro de gemas de um clone de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus tereticornis

Effect of Thidiazuron on in vitro shoot multiplication of
Eucalyptus grandis x Eucalyptus tereticornis

Marcia Maria de Lima; Antonio Natal Gongalves

RESUMO: Os objetivos desse trabalho foram: avaliar o comportamento de um clone do
hibrido E. grandis x E. tereticornis em meio de multiplicagdo suplementado com diferentes
concentragdes de TDZ (Thidiazuron) e determinar a concentra¢do mais adequada para a
sua multiplicagdo. Gemas desse clone foram multiplicadas em meio de cultura Gongalves
(1980) modificado, suplementado com 0,5 mg.L-' de BAP e posteriormente transferidas
para o mesmo meio de cultura suplementado com 0; 0,001; 0,01; 0,1 e 1,0 mg.L"' de TDZ. As
avaliagdes foram feitas aos 7, 14 e 21 dias apds a instalagdo do experimento, para os pardmetros
PMF (produgio de matéria fresca), PMS (producio de matéria seca) e C (comprimento
médio de gemas). A concentragdo mais adequada para a multiplicacdo de gemas foi 0,01
mg.L'de TDZ. As duas maiores concentracdes de TDZ testadas apresentaram efeito inibito-
rio sobre a multiplicagdo de gemas, uma vez que estas se caracterizaram pela presenca de
hiperhidria.

PALAVRAS-CHAVE: Hibrido, Eucalyptus, Micropropagacdo, Herbicida, Hiperhidria.

ABSTRACT: The aims of this work were: to evaluate the behavior of one clone of E. grandis
x E. tereticornis on multiplication medium supplemented with TDZ concentrations and to
determine the most adequate TDZ concentration for the shoot multiplication. Shoots from
this clone were multiplied on modified Gongalves (1980) medium and supplemented with
0,5 mg.L' BAP. Cultures were transferred on to the same modified medium and supplemented
with either 0; 0,001; 0,01; 0;1 or 1,0 mg.L"' TDZ . The parameters were evaluated: fresh weight,
oven dry weight and mean lenght of shoots after 0, 7, 14 and 21 days of culture. The most
adequate concentration for shoot multiplication was 0,01 mg.L"' TDZ. The two higher
concentrations produced many hyperhydric shoots.
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INTRODUCAO

O thidiazuron (N-fenil-N’-1,2,3-tiadiazol-
5,1-uréia) ¢ um composto pertencente a clas-
se das tiadiazoluréias (Mok et al., 1982) e foi
primeiramente usado como desfoliante de
algoddo com o nome comercial de "DROPP*
(Arndt et al., citados por Mok e Mok, 1985).

A propriedade bioldgica do TDZ como
regulador de crescimento foi demonstrada pri-
meiramente em culturas de calo de Phaseolus
lunatus cv. Kingstom por Mok et al. (1982).
Nesse experimento, comprovou-se que o TDZ
ndo sé estimulou a proliferacdo de calo, mas
também excedeu em atividade citocinica to-
das as tiadiazoluréias testadas. Sua superiori-
dade também foi comprovada quando com-
parada a zeatina (Mok et al., 1982).

O TDZ é mais ativo biologicamente do que
o BAP ou a zeatina, e baixas concentragdes
sdo necessarias na cultura de tecidos (Lu,
1993). E também tdo ou mais efetivo, em re-
lagdo a essas duas citocininas, na maioria das
espécies nas quais tem sido testado, particu-
larmente nas espécies arboreas (Lu, 1993)
devido a sua grande capacidade em estimu-
lar a proliferagdo de gemas (Huetteman e
Preece, 1993). E capaz de induzir multiplica-
¢do de gemas em espécies como Prunus (Man-
te et al., 1989), Cydonia oblonga L. (Dolcet-
Sanjuan et al., 1991), Vitis vinifera L. (Gribaudo
e Fronda, 1991) e Acer saccharinum L. (Preece
et al., 1991), que mostram baixas taxas de pro-
liferagdo quando cultivadas em meio de cul-
tura suplementado com cito-cininas
comumente usadas em cultura in vitro.

Em certas espécies, algumas desvantagens
tém sido relatadas e associadas ao uso do TDZ
como hiperhidria (Briggs et al., 1988; Gri-
baudo e Fronda, 1991), morfologia anormal
de folhas (Van Nieuwkerk et al., 1986; Briggs
et al., 1988; Gribaudo e Fronda, 1991; Kim et
al., 1997), gemas curtas e nio alongadas (Preece
e Imel, 1991; Kim et al., 1997), gemas fasciadas

(Huetteman e Preece, 1993), diminuig¢do ou
eliminacdo do enraizamento (Badzian et al.,
1989; Gribaudo ¢ Fronda, 1991).

TDZ foi também utilizado para estimular
a embriogé€nese somdatica em varias espécies
como Arachis hipogaea L. (Murthy et al., 1995;
Saxena et al., 1992), Nicotiana tabacum L. (Gill
e Saxena, 1993), Pelargonium x hortorum
(Visser et al., 1992; Hutchinson et al., 1996),
Cayratia japonica (Thump.) (Zhou et al., 1994)
e em Eucalyptus urophylla (Tibok et al., 1995),
entre outras.

MATERIAL E METODOS

Gemas de um clone do hibrido Eucalyptus
grandis x Eucalyptus tereticornis, proveniente
do trabalho de Correia (1993) e mantidas in
vitro no Laboratorio de Fisiologia das Arvo-
res — Departamento de Ciéncias Florestais -
ESALQ/USP, foram utilizadas como fonte de
explante padrdo (tufos de gemas ou nos
epicormicos). Estas foram multiplicadas em
meio de cultura Gongalves (1980) modifica-
do, suplementado com 0,5 mg.L' de BAP +
0,5% (p/v) de agar + 3% de sacarose. O pH
do meio foi ajustado para 5,7-5,9 antes da adi-
¢do de agar e autoclavagem. Foram realiza-
dos subcultivos a cada 21 dias até a obtencéo
de nimero suficiente de explantes padrio
para a instalagdo do experimento. As cultu-
ras foram mantidas em sala de crescimento a
temperatura de 27 + 2°C, 37,5 pE/m?/s de
intensidade luminosa e sob fotoperiodo de
16/8 horas.

O experimento foi instalado em delinea-
mento inteiramente casualizado, tendo sido
testadas 5 concentragdes de TDZ (0; 0,001;
0,01; 0,1 e 1,0 mg.L") em meio de cultura Gon-
calves (1980) modificado + 0,5% (p/v) de agar
+ 3% (p/v) de sacarose, ¢ mantidas nas mes-
mas condi¢des ambientais ja descritas acima.
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Para cada tratamento, foram utilizados 12
frascos com 4 explantes cada. Em cada frasco
foram colocados 40 ml de meio de cultura. Cada
frasco foi considerado como uma repeticao.

No dia da instalagdo do experimento fo-
ram determinadas as PMF, PMS e C iniciais
das gemas.

A cada 7 dias a partir da instalagdo do ex-
perimento, foram retirados 4 frascos de cada
tratamento, e determinadas a producdo de ma-
téria fresca (PMF), producdo de matéria seca
(PMS) e o comprimento médio das gemas (C).

Figura 1

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises de variancia dos dados mos-
traram que houveram diferencas significati-
vas (p < 0,05) pelo teste F, a partir do 14° dia
de cultivo, para as trés variaveis analisadas
(PMF, PMS e C) em relagdo ao TDZ. Isso in-
dicou que houve efeito de concentragdes cres-
centes de TDZ sobre essas variaveis.

As variaveis PMF, PMS e C mostraram
uma resposta quadratica em relagdo as con-
centragdes de TDZ (Figuras 1, 2 e 3).

Produc@o de matéria fresca (mg) de um clone de E. grandis x E. tereticornis em meio de multiplicagdo aos 7, 14 e

21 dias

Shoot fresh weight (mg) of one clone of E. grandis x E. tereticornis after 7, 14 and 21 days in multiplication medium
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onde Y,, Y, e Y, = PMF (mg) aos 7, 14 e 21 dias, respectivamente e x = concentracio de TDZ (mg.L™")
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Aos 21 dias de cultivo, observou-se um au-
mento crescente da varidvel PMF até a con-
centracdo 0,1 mg.L' de TDZ. A partir dessa
concentragdo os valores de PMF se estabiliza-
ram (Figura 1).

A variavel PMS também apresentou valo-
res crescentes até a concentrag¢do 0,1 mg.L' de
TDZ. Concentracdes superiores mostraram-se
toxicas, pois decresceram os valores de PMS
(Figura 2), assim como a qualidade das gemas.

Sato et al.(1993)ao cultivar mini gérbera
in vitro em meio MS suplementado com vari-

Figura 2

as concentragdes de TDZ, concluiram que a
melhor concentracdo em relagdo ao numero
de brotagdes, tamanho de plantula, nimero
de folhas, peso fresco e peso seco foi 0,05
mg.L! de TDZ, e que concentragdes elevadas
apresentaram efeitos toxicos.

Em relagdo ao comprimento médio de
gemas, houve uma diminui¢do gradativa des-
sa varidvel, a medida que se aumentou a
concentragdo de TDZ. A partir da concentra-
¢do 0,1 mg.L!, esses valores se estabilizaram
(Figura 3). A redu¢@o no comprimento de ge-

Produgdo de matéria seca (mg) de um clone de E. grandis x E. tereticornis em meio de multiplicagdo aos 7, 14 e 21

dias

Shoot dry weight (mg) of one clone of E. grandis x E. tereticornis after 7, 14 and 21 days in multiplication medium
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onde Y,, Y, e Y, = PMS (mg) aos 7, 14 e 21 dias, respectivamente e x = concentracdo de TDZ (mg.L™")
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mas multiplicadas em meio suplementado com
TDZ também foi relatada para Rhododendron
sp. (Briggs et al., 1988; Preece e Imel, 1991),
Brassaia actinophylla (Badzian et al., 1989)e Vitis
vinifera (Gribaudo e Fronda, 1991).

As gemas cultivadas nas concentragdes 0,1
e 1,0 mg.L"' de TDZ se caracterizaram pela pre-
senca de calo, hiperhidria, caule com espessa-
mento e coloragdo avermelhada. A presenca
de calo também foi relatada por Gribaudo e
Fronda (1991) ao cultivar Vitis vinifera em meio
suplementado com TDZ e também por Le
Roux e Van Staden (1991) para Eucalyptus
saligna, E.smithii, E.macarthurii e para o hibri-
do E.macarthurii x E.grandis cultivados em meio
contendo 0,1 ¢ 0,2 mg.L!' de TDZ.

Figura 3

CONCLUSOES

A concentragdo mais adequada para a
multiplicagdo de gemas foi 0,01 mg.L' de TDZ.

As concentragdes 0,1 e 1,0 mg.L"' de TDZ
apresentaram efeito inibitério sobre a multi-
plicagdo de gemas, pois estas se caracteriza-
ram pela presenca de calo, hiperhidria e cau-
le espesso e avermelhado.

Gemas curtas foram formadas nas concen-
tragdes 0,01; 0,1 ¢ 1,0 mg.L"' de TDZ.

Esse trabalho permitiu observar a concen-
tragdo mais adequada para a multiplicacéo
desse clone de Eucalyptus e o seu comporta-
mento na presenca de TDZ. No entanto, ou-

Comprimento médio de gemas (cm) de um clone de E. grandis x E. tereticornis em meio de multiplicacdo aos 7, 14

e 21 dias

Shoot mean lenght (cm) of one clone of E. grandis x E. tereticornis affer 7, 14 and 21 days in multiplication medium
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Y, =0,935 - 0,594%x + 0,552%x> (R*=0,0650ns)
Y, =0,925- 1,094%x + 0,994%x* (R?=0,3941%)
Y, =0,924 - 3,019%x + 2,671*x* (R? =0,8036**)

onde Y,, Y, e Y, = C (cm) aos 7, 14 e 21 dias, respectivamente € x = concentragio de TDZ (mg.L™")
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tros trabalhos ainda precisam ser realizados,

pois:

- as concentragdes aqui utilizadas foram bas-
tante distantes entre si. Sabe-se que o TDZ
¢é utilizado em concentra¢des muito bai-
xas. Logo, intervalos pequenos entre es-

sas concentracdes poderiam proporcionar
melhores resultados;

- até o momento, existem poucos trabalhos
referentes a micropropagacdo de Euca-
lyptus com TDZ, tornando dificil a com-
paracdo dos resultados aqui obtidos.
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