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CALOGENESE E BROTACOES ADVENTICIAS EM TECIDO SOMATICO
DE KIWI SUPLEMENTADOS COM THIDIAZURON

CALLOGENESIS AND ADVENTITIOUS SHOOTS IN KIWI SOMATIC TISSUE
SUPLEMENTED WITH THIDIAZURON

Eva Choer!

RESUMO

Discos foliares com 0,46¢cm’ foram coletados de
brotagdes adventicias de Kiwi cultivados in vitro pertencentes a cv.
Matua e condicionados por 24 horas em meio liquido contendo
2,4- D (5mg/l). Apés este periodo o material foi cultivado em meio
MS acrescido com Thidiazuron nas seguintes concentracdes: 0;
0,25, 0,5, 1; 2; 4; 8 e 16mg/l. Os explantes inoculados com a
superficie adaxial em contato com o meio de cultura permanece-
ram trés semanas em ambiente escuro a temperatura de 25°C e,
posteriormente, foram transferidos para sala de crescimento com
Jotoperiodo de 16 horas, 2.000 lux de lumindncia e temperatura de
23 + 2°C. Nesse ambiente os tratamentos foram mantidos por mais
trés semanas e entdo avaliados. As doses mais elevadas de
Thidiazuron (8 e 16 mg/l ) mostraram-se fitotoxicas, levando os
explantes a morte. A formag¢do de raizes foi observada apenas no
tratamento controle. A intensidade de formagdo de calos, nimero
de brotagdes adventicias, peso da matéria seca e o numero de
gemas apresentaram comportamento quadrdtico, em relagdo as
concentragdes de Thidiazuron. O Thidiazuron nédo foi eficiente
para formar brotagdes adventicias de Kiwi. A intensidade de
Jformagdo de calo aumentou nas concentragdes de até 2,2 1mg/l de
Thidiazuron, diminuindo a partir deste valor.

Palavras-chave: Actinidia deliciosa, Kiwi, cultura de tecido,
Thidiazuron, TDZ.

SUMMARY

<

Leaf discs (0.46cm’) were collected from adventitious
shoots of ‘Matua’ Kiwi cultivated in vitro and were conditioned
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during 24 hours in liquid medium with 2.4- D (Smg/l). After this
period they were cultured in MS medium additioned with
Thidiazuron in the concentrations following: 0; 0.25; 0.5, 1; 2; 4;
8 and 16mg/l. Explants were inoculated with the adaxial surface in
contact with the culture medium and were maintained for about
three weeks at 25°C in darkness. After this time they were kep! for
three weeks in a growth room and exposed to a 16 hour
photoperiod, light intensity of approximately 2,000 lux and
temperature of 23 £ 2°C. The higher concentrations of Thidiazuron
(8 and 16mg/l ) were phytotoxic, leading to explant death. Rooting
was observed only in the control treatment. Callus intensity
formation, adventitious shoots number, callus dry matter weight
and bud number showed a quadratic response to the Thidiazuron
concentrations. Concentrations of Thidiazuron were not efficient
to increase the adventitious shoot number of Kiwi. Callus intensity
increased until 2.21 mg/l Thidiazuron concentrations. and declined
afterwards.
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INTRODUCAO

O Kiwi (Actinidia deliciosa) ou quivi, é
provavelmente a mais recente espécie domesticada
como cultivo de importancia em diversos paises. Em
1900, o Kiwi foi coletado na forma silvestre, no sul da
China, sendo posteriormente levado para a Nova
Zelandia. Neste pais foram selecionadas as melhores
plantas para formag&o do primeiro cuitivo comercial,
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h4 mais de cinquenta anos. A grande expansdo da
cultura ocorreu na década de 1970, quando se difundiu
pela Europa, Estados Unidos €, mais recentemente,
para a América do Sul (EMBRAPA, 1991).

No Brasil, o cultivo do Kiwi vem despertan-
do interesse crescente nos dltimos anos, em fungo dos
bons pregos alcangados pelos frutos, alto potencial
produtivo e baixo custo de produgdo (SCHUCK,
1992). No entanto, devido a sua pequena variabilidade
genética, fora do territorio chinés, o melhoramento
desta espécie, com a utilizagdo das técnicas tradicio-
nais, tem sido limitado (MARINO & BATTISTINI,
1990). A indugio da variagdo somaclonal através da
regeneragdo das plantas in vitro provenientes de
cultura de células somaticas constitui-se em excelente
ferramenta para o melhoramento (LARKIN &
SCOWCROFT, 1981). Estudos visando a multiplica-
¢3o de Kiwi in vitro foram realizados por FORTES et
al. (1992a; 1992b).

Altas concentragdes de citocinina tipo
adenina s3o necessarias para o crescimento e diferen-
ciagdo em culturas de tecido. Estas substincias séo
altamente susceptiveis a degradagdo pelas enzimas
citocinina-oxidases (MOK et al., 1987). O Thidiazu-
ron (TDZ), N- Fenil -N’- 1, 2, 3 - Thidiazol - 5
Ylureia, foi registrado em 1976 como desfolhante de
algodoeiro (Gossypium spp.) (ARNDT et al., 1976).
Este produto tem sido usado como regulador de
crescimento, em fungdo de sua alta atividade citocini-
ca, resisténcia a degradagdo pelas oxidades, ser estavel
¢ biologicamente ativo & menores concentragdes do
que as citocininas tipo adenina (MOK ef al., 1987).
Tem sido utilizado na micropropagagdo clonal de
vérias espécies frutiferas como: mag8, cereja, péssego,
framboesa (CHVOJKA & RESLOVA, 1988),
Phaseolus lunatus (CAPELLE et al., 1983) e em
olericolas, tais como, Brassica oleracea (MOK et al.,
1987). No entanto, reduzido nimero de trabalhos
foram encontrados na bibliografia consultada sobre o
emprego deste produto na micropropagacdo somatica
de Kiwi.

Este trabalho foi realizado com a finalidade
de avaliar a resposta do tecido somatico de Kiwi na
formagdo de calos e brotagdes adventicias em meio
MS, suplementado com diferentes concentragdes de
Thidiazuron.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboraté-
rio de Cultura de Tecidos do Centro de Pesquisas
Agropecudrias de Clima Temperado (CPACT) da
EMBRAPA, Pelotas, RS, em 1993. Utilizou-se a

cultivar Matua proveniente da colegdo in vitro de
Kiwi do CPACT. A operagdo de cultivo foi realizada
em sala de transferéncia usando-se uma cdmara de
fluxo laminar. o

Os explantes, que constaram de discos
foliares de 0,46cm?, foram retirados ao longo da
nervura principal e inicialmente pré-condicionados em
2.4-D, na concentragio de 5mg/l, em frascos de
250ml, durante 24 horas em mesa agitadora, num
ambiente escuro e sob temperatura de 25°C. Apos esta
fase, os explantes foram submetidos a trés lavagens
em 4agua destilada e autoclavados para retirada do
excesso de 2,4-D. Em seguida, os mesmos foram
cultivados em tubos de ensaio com 10ml do meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescido de
Thidiazuron (TDZ) nas seguintes concentragoes: 0;
0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 e 16mg/l, em cinco repeti¢des.
Para cada repetigdo usaram-se cinco tubos de ensaio
por tratamento, contendo um explante. Foram adicio-
nados ao meio 0s seguintes compostos: sacarose
(30g/l); mio-inositol (100mg/1) e agar (6g/l). Antes da
autoclavagem o pH foi ajustado para 6,0.

Os explantes foram inoculados com a
superficie adaxial em contato com o meio de cultura.
Apoés a inoculag@o todo o material permaneceu no
escuro por cerca de trés semanas, em temperatura
constante de 25°C. Logo a seguir, o material foi
transferido para sala de cultura com fotoperiodo de 16
horas, 2.000 lux de luminéincia e temperatura de 23 +
2°C, onde permaneceu por mais trés semanas.

Foram realizadas as seguintes avaliagdes: a)
intensidade de calo formado nos explantes (atribuiu-se
notas de zero a trés, correspondendo a nenhuma,
baixa, média e alta formagao de calos, respectivamen-
te); b) namero de gemas; c¢) numero de brotagdes
adventicias e d) peso de matéria seca. As observagdes
sobre nimero de gemas, de brota¢tes e intensidade de
calos foram transformadas segundo raiz (x+0,5).
Todas as varidveis foram submetidas a andlise de
variincia e de regressfo polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap06s o periodo de trés semanas de perma-
néncia do explante no escuro houve formagdo de uma
massa de células de coloragdo branco-amarelada, de
consisténcia compacta e aspecto nodular. Posterior-
mente, estes calos foram transferidos para ambiente
com iluminagdo, tornando-se verdes.

As concentragdes de 8 e 16mg/l de TDZ
mostraram-se fitotoxicas causando a morte dos ex-
plantes. Por esse motivo os diferentes pardmetros
foram analisados até a concentragdo de 8mg/l. As

Ciéncia Rural, v. 27, n. 3, 1997.



Calogénese € brotagdes adventicias em tecido somatico de Kiwi... ‘ 371

respostas dos discos foliares de Kiwi cultivados em
meio contendo diferentes concentragdes de TDZ
foram quadraticas em relagdo ao peso de matéria seca,
intensidade de formagdo de calos, nimero de brota-
¢des adventicias e numero de gemas.

O peso maximo de matéria seca de calos
(0,10g) foi obtido com utilizagdo de 1,50mg/l de TDZ
(Figura 1). Entretanto ZIMMERMAN & SCORZA
(1994) citam que em explantes de pessegueiro, o peso
de matéria seca dos calos aumentou com as
concentragdes de TDZ utilizadas (0,22; 2,2 e 22mg/1).
No mesmo trabalho verificaram que o TDZ
proporcionou maior crescimento quando comparado
como a Benziladenina.

012 Y=0,096 +0,006X-0,002) (R#=0,85) |

0.10

0.08

0,06

Matéria secs (g).

0,04

0,02

0,00

2 3 4 5 6
ConcentragSes de TOZ (mgh)

Figura | - Peso de matéria seca de calos de Kiwi em fun¢fo das
concentra¢des de Thidiazuron.

A intensidade de formagdo de calos
aumentou com doses de até 2,21mg/l de TDZ (Figura
2). Nas concentragdes mais elevadas houve redugdo
desta formagdo, indicando, provavelmente, que a
relagdo auxina/citocinina foi desfavordvel para o
evento da calogénese. Resultado semelhante foi
verificado por OKUSE (1994), constatando que o uso
de 2,2mg/l de TDZ foi mais eficiente na formagdo de
calos do que outras citocininas e auxinas em explantes
de espinafre. Segundo HUETTEMAN & PREECE
(1993), concentragdes superiores a 0,22mg/l de TDZ
podem estimular a formagdo de calos em plantas
lenhosas. Em nogueira pecan, este valor foi de 5,5mg/I
(OBEIDY & SMITH, 1993) e, em Juglans nigra L.,
de 1,10mg/l de TDZ acrescido de 10uM de 2,4 D
(NEUMAN et al., 1993). O TDZ nas concentragdes de
1,76 a 2,86mg/l foi considerado 6timo para a

calogénese, em pessegueiro. No entanto, doses mais
elevadas resultaram em necrose dos explantes
(DECLERCK & KORBAN, 1996).. ARYA et al.
(1995) verificaram que a fase inicial de formagédo de
calos, em Betula pendula Roth, ocorreu com 0,3mg/l
de TDZ, em meio basal WPM contendo 2% de
sacarose. Em videira € soja o crescimento de calos foi
favorecido pela utilizagfo de, respectivamente, 100.M
(LIN ef al.,1990) e 5x10° M de TDZ (THOMAS &
KATTERMAN, 1986).
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Figura 2 - Intensidade de formagao de calos em discos foliares de
Kiwi em fung¢do das concentragdes de Thidiazuron.

O numero de brotagdes adventicias
decresceu com a elevagdo das concentragdes de TDZ
(Figura 3). Na concentragdo de 5,86mg/l ocorreu a
menor quantidade de brotos. Resultados semelhantes
foram observados em explantes de folhas de Kiwi
(SEELYE & BUTCHER, 1991) e em cebola
(MOHAMED-YASSEEN et al.,1993). PENCE &
SOURUP (1988) citam que 0,0022 a 0,011mg/1 de
TDZ foram as melhores dosagens para a formagéo de
brotos de Acer spp. Em macieira a maior indugio de
brotagdes ocorreu com utilizagdo de 0,1 a 0,2mg/1 de
TDZ (NIEUWKERK et al., 1986; HANKE et al.,
1991). MEYER & KERNSH (1986) verificaram que
concentragdes de 0,05 4 0,10.M de TDZ foram mais
ativas no proliferagdo de brotos de Celis occidentalis,
do que 4 & 10uM de BAP.

Com relagdo ao numero de gemas
formadas, o quivi também apresentou comportamento
quadrético com as doses de TDZ utilizadas (Figura 4).
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Figura 3 - Namero de brotagdes de discos foliares de Kiwi em
fungdo das concentragdes de Thidiazuron.
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Figura 4 - Numero de gemas de discos foliares de Kiwi em fungio
das concentragdes de Thidiazuron.

Foi verificado que o numero méaximo de gemas
ocorreu com 1,74mg/t de TDZ. TAO & SUGIURA
(1992) observaram que este regulador foi menos
eficiente na formagdo de gemas adventicias de
caquizeiro (Japanese persimon) que outros tipos de

citocininas. Constataram a formagdo de gemas apenas
na concentragio de 0,22mg/l de TDZ. Em petinia
ocorreu intensa proliferagdo de gemas na concentragdo
de 10°4M. No entanto, quando esta foi elevada para
104 103, o TDZ mostrou-se fitotéxico (FELLMAN
etal., 1987).

CONCLUSOES

O Thidiazuron nao € eficiente na formacg&o
de brotagdes adventicias de Kiwi. Concentragdes altas
(8 e 16mg/l) causam a morte de explantes de discos
foliares. A intensidade de formagdo de calos aumenta
com concentragdes de até 2,2lmg/l de Thidiazuron
diminuindo a partir deste valor.
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