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INTRODUÇÃO

A Grevillea robusta é uma espécie florestal de origem
australiana; seu nome foi dado em homenagem a C.F.
Greville, patrono inglês da botânica. A palavra robusta
vem do latim robustus (duro, forte, robusto), em
referência ao vigor das árvores da espécie cujo gênero
caracteriza-se por muitas espécies arbustivas (Martins,
2000).

A grevílea, como é conhecida popularmente no Brasil, é
uma espécie alternativa para reflorestamento por
apresentar tolerância a solos de baixa fertilidade. O
interesse pela espécie foi despertado pelo seu uso em
cortinas quebra-ventos e para proteção das geadas; tem
sido utilizada em sombreamento de pastagens com
benefícios reconhecidos. Hoje é uma espécie de grande
aceitação, graças a seu rápido crescimento, rusticidade,
plasticidade e qualidade da madeira (Ferreira e Martins,
1998; Carvalho, 1998; Shimizu, 1998). Diversas
empresas moveleiras do Noroeste do Estado do Paraná e
São Paulo a utilizam para produzir esquadrias e móveis
como camas, mesas e cadeiras (Martins, 2000).

RESUMO

O objetivo deste trabalho, em sua primeira etapa, foi
avaliar o comportamento in vitro de explantes de
Grevillea robusta oriundos de 30 subcultivos in vitro em
relação aos seguintes tratamentos de alongamento: T1
– 1 mg L-1 de GA3; T2 – 1,2 mg L-1 de AIA + 0,08 mg
L-1 de BAP + 5 mg L-1 de Tiamina-HCl; T3 – 0,1 mg L-1

de AIB + 0,1 mg L-1 de BAP e; T4 - 0,1 mg L-1 ANA +
0,05 mg L-1 de BAP. Na segunda etapa, objetivou-se
avaliar a possibilidade de enraizamento ex vitro dos
explantes obtidos e alongados in vitro. De forma geral,
observou-se a viabilidade da técnica de
micropropagação de Grevillea robusta para multiplicação
e alongamento in vitro dos explantes, sem a presença
de giberelina na concentração testada no meio de
cultura para a multiplicação dos explantes. Em relação
ao enraizamento ex vitro em casa de vegetação,
conclui-se que a técnica é viável e que seu resultado
independe dos tratamentos adotados para o
alongamento dos explantes.
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Embora a produção de mudas de grevílea seja
relativamente fácil, principalmente por via sexuada
(Harwood, 1992; Harwood, 1989), a micropropagação
mostra-se cada vez mais como uma poderosa ferramenta
para programas de melhoramento genético, por meio de
técnicas como a embriogênese somática, cultura de órgãos,
fusão de protoplastos e cultura de embriões e resgate de
material modificado geneticamente (Ratnieks e Assis, 1993).

O sucesso da aplicação de técnicas de micropropagação
em material adulto de várias espécies arbóreas  indica
que esta pode ser usada como ferramenta para o
rejuvenescimento de genótipos de interesse comercial ou
de melhoramento (Bonga e Von Aderkas, 1992; Eldridge
et al., 1994; Guimarães et al., 1997; Xavier et al., 1997).

Com o avanço das técnicas de propagação vegetativa
por microestaquia, a micropropagação tem servido como
ferramenta para a formação de jardins microclonais a
partir de explantes de material selecionado no campo, os
quais constituem a base para o processo de
microestaquia do gênero Eucalyptus.

Com relação a Grevillea robusta, há poucos registros de
trabalhos de pesquisa com micropropagação. Em vista
disto e em razão do interesse cada vez maior na espécie,
o presente trabalho objetivou avaliar o efeito de
diferentes relações hormonais e vitaminas no meio de
cultura para o alongamento de explantes de Grevillea
robusta, bem como, sua influência no enraizamento e
formação de mudas em condições ex vitro.

MATERIAL E MÉTODOS

Para o presente estudo foram utilizados tufos (brotações
múltiplas) de Grevillea robusta, originadas de explantes
em fase de multiplicação, obtidos a partir de mudas
produzidas via semente. Para a desinfestação, os
explantes foram submetidos a uma solução contendo 1g
L-1 de Benlate (Benomil) por 15’, seguida de solução de
NaClO a 1% acrescida de 2 gotas de Twenn 20 por 15’.
Decorrido os tratamentos, os explantes foram
introduzidos em meio de cultura MS (Murashige e Skoog,
1962) acrescido de 3,0% de sacarose e 0,7% de ágar.
Uma vez estabelecidos, os explantes foram
subcultivados 30 vezes em meio de cultura Jads
(Correia, 1993), para multiplicação do material.

Após a fase de multiplicação, os explantes foram
transferidos para meio de cultura constituído dos sais
básicos de Jads, modificado conforme o Quadro 1,
acrescido de 2,5% de sacarose e 0,7% de agar, com  pH
ajustado para 5,8, onde foram aplicados os diferentes
tratamentos para alongamento.

Foram utilizados quatro tratamentos, com seis
repetições e cinco explantes de 1 a 3 cm por repetição,
em delineamento inteiramente casualizado, sendo:  T1
= 1 mg L-1 de GA3  (Ácido Giberélico); T2 = 1,2 mg L-1

de AIA (Ácido Indol Acético) + 0,08 mg L-1 de BAP (6-
benzilaminopurina) + 5 mg L-1 de Tiamina.HCl; T3 =
0,1 mg L-1 de AIB (Ácido Indol Butírico) + 0,1 mg L-1 de
BAP (6-benzilaminopurina) e; T4 = 0,1 mg L-1 de ANA
(Ácido Nafttalenoacético ) +  0,05 mg L-1 de BAP (6-
benzilaminopurina).

As condições da sala de crescimento foram mantidas
sob fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro,
a uma temperatura de 25 0C ± 2 0C e intensidade
lumínica de 4000 lux.

Para a avaliação dos tratamentos in vitro, as seguintes
características foram consideradas, trinta dias após os
explantes serem submetidos aos diferentes
tratamentos: número de tufos produzidos, altura média
e peso médio dos tufos e o número de tufos mortos.

Após a avaliação, os explantes alongados in vitro (com
aproximadamente 1,5 cm de comprimento) foram
enraizados ex vitro, em tubetes plásticos (55 cm3) em
casa de vegetação, com umidade relativa do ar acima
de 80% e temperaturas entre 22 a 28o C. O substrato
foi formado pela mistura de 35% de casca de arroz
carbonizada, 35% de vermiculita fina e 35% de
substrato comercial.

Quadro 1. Sais e vitaminas utilizados para o preparo do
meio de cultura JADS 89.

Composição Concentração (g L-1) 

NH4NO3 32,4 

KNO3 80,9 

Ca (NO3)2 . 4 H20 118,1 

KH2PO4 40,8 

MgSO4 . 7 H2O 73,95 

MnSO4 . 7 H2O 1,69 

CuSO4 . 5 H2O 0,125 

ZnSO4 . 7 H2O 0,432 

FeSO4 . 7 H2O 7,450 

Na2EDTA . 2 H2O 5,560 

H3BO3 0,310 

Na2MoO4 . 2 H2O 0,015 

CoCl2 . 6 H2O 0,025 

KI 0,016 

Tiamina-HCl 0,050 

Mio Inositol 5,000 

Glicina 0,100 

Ácido Nicotínico 0,025 

Piridoxina HCl 0,025 
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Figura 1. Percentagem média de tufos mortos (T Mortos - A) e

número de tufos produzidos (Ntufos - B) para cada tufo

introduzido in vitro. Médias seguidas de uma mesma letra entre

os diferentes tratamentos não diferem entre si, pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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As giberilinas, principalmente na forma de GA3, são
conhecidas por estimular o alongamento de partes
aéreas dos vegetais. No presente estudo, ao contrário
do que se esperava, o tratamento T1 (contendo
giberelina a 1 mg L-1) resultou em mortalidade total dos
explantes. Tal resultado pode ser devido a um provável
efeito tóxico do GA3 na concentração utilizada, a
ineficácia deste fitorregulador para a espécie em
questão ou a falta de outros fitorreguladores, como o
AIA, o AIB, BAP e ANA, utilizados nos outros
tratamentos.

De acordo com a Figura 1 (B) o número de tufos
produzidos foi significativamente superior nos
tratamentos T2 e T3 (1,0 e 1,4 tufos, respectivamente)
em relação ao tratamento T4 (0,8 tufos). As menores
taxas de multiplicação obtidas no tratamento T4
ocorreram, provavelmente, por causa  da baixa
concentração de BAP no meio de cultura. O BAP é um
fitorregulador sintético eficaz para promover a
multiplicação em diversas espécies, induzindo a
multiplicação de gemas pré-existentes e a formação de
gemas adventícias. É sem dúvida a principal fonte de
auxina utilizada na micropropagação de plantas
(Hasegawa, 1980; Hu e Wang, 1983; Zaerr e Mapes,
1985).

O resultado obtido em T4 indica que uma relação
citocinina/auxina mais baixa pode permitir que os
explantes direcionem seu esforço metabólico para o
alongamento ao invés da multiplicação, como
demonstra o resultado apresentado na Figura 2 (A). De
acordo com Lundergan e Janick, citados por Hu e Wang
(1983), parece que a auxina anula o efeito inibitório que
as citocininas têm sobre o alongamento das culturas.
Foi verificado, por exemplo, que nos meios de
multiplicação de diversos clones de Eucalyptus,
contendo citocinina, as partes aéreas se alongaram com
a adição de AIA e, ou AIB, sugerindo um efeito
significativo destas auxinas no meio de alongamento.
Contudo, certamente a fonte de auxina também teve
efeito sobre os explantes uma vez que os resultados
para alongamento obtidos em T3 não diferiram
significativamente de T2 e T4, apesar da relação
auxina/citocinina neste tratamento ser inferior em
relação aos outros dois.

As mudas permaneceram durante 25 dias em condições
da casa de vegetação e 10 dias em casa de sombra
para aclimatação, sendo  finalmente transferidas para
pleno sol, onde foram avaliadas ao final de 100 dias de
idade. Nesta fase ex vitro, foram avaliados a  taxa de
sobrevivência na saída da casa de vegetação, o % de
plantas enraizadas  na saída da casa de sombra, a
sobrevivência,  a altura e o diâmetro do colo das
mudas.

RESULTADOS E DISCUSSÕES

Conforme pode ser observado na Figura 1 (A e B),
foram encontradas diferenças significativas (p<0,05)
para a taxa de multiplicação (número de tufos
produzidos) e para o percentual de tufos mortos.

A
A

B B B

B
B

B

A
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A produção de matéria fresca variou de 0,0 a 0,3 g por
tufo, porém não foi afetada significativamente pelos
diferentes tratamentos utilizados neste experimento,
como mostra a Figura 2 (B). Normalmente, esta
característica é afetada pela concentração de citocinina
no meio de cultura, a qual induz maior taxa de
multiplicação e, consequentemente maior absorção dos
componentes do meio de cultura em decorrência do
estímulo no metabolismo do nitrogênio. Contudo, as
baixas concentrações utilizadas neste experimento não
devem ter sido suficientes para que este efeito se
manifestasse.

A possibilidade de indução de raízes em condições ex
vitro tem sido observada para algumas espécies vegetais
micropropagadas. A eliminação da etapa de enraizamento
in vitro é aprovada sob o aspecto econômico e da
qualidade do sistema radicular, podendo-se produzir um
sistema radicular mais completo e funcional, evitando a
manipulação da raiz nua (Grattapaglia e Machado, 1990;
Xavier e Comério, 1997).
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Figura 3. Sobrevivência dos explantes na saída da casa de

vegetação (SOBSCV - A) e enraizamento na saída da casa de

sombra (SOBSCS - B). Médias seguidas de uma mesma letra

entre os diferentes tratamentos não diferem entre si, pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 2. Altura média (A) e peso médio de matéria fresca por

tufo produzido (B). Médias seguidas de uma mesma letra entre os

diferentes tratamentos não diferem entre si, pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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A opção pelo enraizamento in vitro ou ex vitro de
material micropropagado depende da qualidade das
partes aéreas obtidas na multiplicação, da espécie, do
genótipo e da disponibilidade de infra-estrutura adequada
em casa de vegetação. De maneira geral, pôde-se
observar (Fig. 2 A) que a Grevillea robusta apresentou
um adequado alongamento in vitro (de 3,2 a 4,2 cm de
comprimento), levando a formação de microestacas com
um bom padrão de tamanho para permitir o enraizamento
ex vitro, de forma similar ao relatado para Eucalyptus por
XAVIER e COMÉRIO (1997).

Conforme pode ser visualizado na Figura 3 (A e B),
microestacas de Grevillea robusta possuem uma boa
capacidade de enraizamento em condições ex vitro.
Embora neste estudo o material propagativo tenha sido
originado de explantes juvenis, se observa a
possibilidade de uso da técnica de micropropagação
como forma de multiplicação massal da espécie.
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Figura 4. Sobrevivência das mudas aos 100 dias de idade

(SOB100), em pleno sol. Médias seguidas de uma mesma letra

entre os diferentes tratamentos não diferem entre si, pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.
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Quando se analisam os valores de altura e diâmetro do
coleto das mudas aos 100 dias de idade (Figura 5 A e
B), observam-se valores que estão dentro de relações
consideradas adequadas em termos de qualidade de
mudas, considerando-se a altura dos tubetes utilizados
(12 cm), resultando em valores ao redor de 1:1 na
relação raiz / parte aérea.

CONCLUSÕES

Em razão dos objetivos inicialmente propostos e nas
condições com que o experimento foi desenvolvido,
conclui-se que:

- a técnica de micropropagação de Grevillea robusta
é viável para multiplicação de explantes oriundos de
mudas produzidas por sementes;

- o alongamento dos explantes oriundos de
subcultivos in vitro é possível sem a presença de
giberelinas nas concentrações e tipo testado;

- o enraizamento em condições ex vitro é uma
alternativa interessante para a formação de mudas de
Grevillea robusta com um bom sistema radicular;

- estudos buscando definir protocolos para
multiplicação de materiais adultos são imprescindíveis
para programas de melhoramento genético da espécie.
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Quando se analisam as mudas a pleno sol (Figura 4)
observa-se uma redução significativa no percentual de
sobrevivência (média geral de 56,9%) para todos os
tratamentos em relação a sobrevivência na saída da casa
de vegetação (média geral de 100%) e enraizamento na
saída da casa de sombra (média geral de 88,9%), o que
pode ser atribuído a necessidade de maior período de
adaptação a estas condições, quando em comparação ao
ambiente de casa de vegetação e de sombra (Figura 3A e
3B). Além disso, desajustes no sistema de manejo
adotado, no substrato utilizado, entre outros, podem ter
levado a este comportamento, indicando a necessidade
de novos estudos nesta linha de conhecimento.
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Figura 5. Altura média das mudas (ALT100 - A) e diâmetro do

coleto médio aos 100 dias de idade das mudas (DC100 - B).

Médias seguidas de uma mesma letra entre os diferentes

tratamentos não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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