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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
relacdo aos seguintes tratamentos de alongamento: T1
—1mgL!de GA3; T2 — 1,2 mg L* de AIA + 0,08 mg
Lt de BAP + 5 mg L* de Tiamina-HCI; T3 — 0,1 mg L?
de AIB + 0,1 mg L* de BAP e; T4 - 0,1 mg L* ANA +
0,05 mg L* 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
micropropagacdo de Grevillea robusta para multiplicagdo
e alongamento in vitro dos explantes, sem a presenca
de giberelina na concentracdo testada no meio de
cultura para a multiplicacdo dos explantes. Em relagéo
ao enraizamento ex vitro em casa de vegetacéao,
conclui-se que a técnica é viavel e que seu resultado
independe dos tratamentos adotados para o
alongamento dos explantes.
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INTRODUCAO

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

A grevilea, como é conhecida popularmente no Brasil, é
uma espécie alternativa para reflorestamento por
apresentar tolerancia a solos de baixa fertilidade. O
interesse pela espécie foi despertado pelo seu uso em
cortinas quebra-ventos e para protecdo das geadas; tem
sido utilizada em sombreamento de pastagens com
beneficios reconhecidos. Hoje é uma espécie de grande
aceitacdo, gracas a seu rapido crescimento, rusticidade,
plasticidade e qualidade da madeira (Ferreira e Martins,
1998; Carvalho, 1998; Shimizu, 1998). Diversas
empresas moveleiras do Noroeste do Estado do Parana e
S&o Paulo a utilizam para produzir esquadrias e moveis
como camas, mesas e cadeiras (Martins, 2000).
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Embora a producdo de mudas de grevilea seja
relativamente facil, principalmente por via sexuada
(Harwood, 1992; Harwood, 1989), a micropropagacao
mostra-se cada vez mais como uma poderosa ferramenta
para programas de melhoramento genético, por meio de
técnicas como a embriogénese somatica, cultura de 6rgéos,
fusé@o de protoplastos e cultura de embries e resgate de
material modificado geneticamente (Ratnieks e Assis, 1993).

O sucesso da aplicagdo de técnicas de micropropagagéo
em material adulto de varias espécies arboreas indica
que esta pode ser usada como ferramenta para o
rejuvenescimento de genoétipos de interesse comercial ou
de melhoramento (Bonga e Von Aderkas, 1992; Eldridge
et al., 1994; Guimarées et al., 1997; Xavier et al., 1997).

Com o avanco das técnicas de propagacgéo vegetativa
por microestaquia, a micropropagacdo tem servido como
ferramenta para a formacgéo de jardins microclonais a
partir de explantes de material selecionado no campo, 0s
quais constituem a base para o processo de
microestaquia do género Eucalyptus.

Com relagéo a Grevillea robusta, hd poucos registros de
trabalhos de pesquisa com micropropagacdo. Em vista
disto e em razdo do interesse cada vez maior na espécie,
0 presente trabalho objetivou avaliar o efeito de
diferentes relacbes hormonais e vitaminas no meio de
cultura para o alongamento de explantes de Grevillea
robusta, bem como, sua influéncia no enraizamento e
formacéo de mudas em condigBes ex vitro.

MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo foram utilizados tufos (brotagdes
multiplas) de Grevillea robusta, originadas de explantes
em fase de multiplicacdo, obtidos a partir de mudas
produzidas via semente. Para a desinfestacdo, os
explantes foram submetidos a uma solucdo contendo 1g
L1 de Benlate (Benomil) por 15°, seguida de solucdo 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 &gar.
Uma vez estabelecidos, os explantes foram
subcultivados 30 vezes em meio de cultura Jads
(Correia, 1993), para multiplicagdo do material.

Apoés a fase de multiplicagcdo, os explantes foram
transferidos para meio de cultura constituido dos sais
basicos 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.

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

Composigéo Concentragéo (g L)
NH4NO3 32,4
KNO3 80,9
Ca (NO3)2 . 4 H20 118,1
KH2PO4 40,8
MgS0O4 . 7 H20 73,95
MnSO4 . 7 H20 1,69
CuSO4 . 5 H20 0,125
ZnS04 . 7 H20 0,432
FeSO4 . 7 H20 7,450
Na2EDTA . 2 H20 5,560
H3BO3 0,310
Na2MoO4 . 2 H20 0,015
CoCI2 . 6 H20 0,025
Kl 0,016
Tiamina-HCI 0,050
Mio Inositol 5,000
Glicina 0,100
Acido Nicotinico 0,025
Piridoxina HCI 0,025

Foram utilizados quatro tratamentos, com seis
repeticdes e cinco explantes de 1 a 3 cm por repeticao,
em delineamento inteiramente casualizado, sendo: T1
= 1 mg L*de GA3 (Acido Giberélico); T2 = 1,2 mg L*
de AIA (Acido Indol Acético) + 0,08 mg L de BAP (6-
benzilaminopurina) + 5 mg L* de Tiamina.HCI; T3 =
0,1 mg L*de AIB (Acido Indol Butirico) + 0,1 mg L de
BAP (6-benzilaminopurina) e; T4 = 0,1 mg L*de ANA
(Acido Nafttalenoacético ) + 0,05 mg L de BAP (6-
benzilaminopurina).

As condicdes da sala de crescimento foram mantidas
sob fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro,
a uma temperatura de 25 °C == 2 °C e intensidade
luminica de 4000 lux.

Para a avaliagdo dos tratamentos in vitro, as seguintes
caracteristicas foram consideradas, trinta dias apds os
explantes serem submetidos aos diferentes
tratamentos: nimero de tufos produzidos, altura média
e peso médio dos tufos e o nimero de tufos mortos.

ApOs a avaliacao, os explantes alongados in vitro (com
aproximadamente 1,5 cm de comprimento) foram
enraizados ex vitro, em tubetes plasticos (55 cm?®) em
casa de vegetacdo, com umidade relativa do ar acima
de 80% e temperaturas entre 22 a 28° C. O substrato
foi formado pela mistura de 35% de casca de arroz
carbonizada, 35% de vermiculita fina e 35% de
substrato comercial.
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As mudas permaneceram durante 25 dias em condi¢fes
da casa de vegetacdo e 10 dias em casa de sombra
para aclimatacdo, 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
sobrevivéncia na saida da casa de vegetacdo, o % de
plantas enraizadas na saida da casa de sombra, a
sobrevivéncia, a altura e o diametro do colo das
mudas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Conforme pode ser observado na Figura 1 (A e B),
foram encontradas diferencgas significativas (p<<0,05)
para a taxa de multiplicacdo (numero de tufos
produzidos) e para o percentual de tufos mortos.
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Figura 1. Percentagem média de tufos mortos (T Mortos - A) e
namero de tufos produzidos (Ntufos - B) para cada tufo
introduzido in vitro. Médias seguidas de uma mesma letra entre
os diferentes tratamentos néo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

As giberilinas, principalmente na forma de GA,, séo
conhecidas por estimular o alongamento de partes
aéreas dos vegetais. No presente estudo, ao contrario
do que se esperava, o tratamento T1 (contendo
giberelina a 1 mg L*) resultou em mortalidade total dos
explantes. Tal resultado pode ser devido a um provavel
efeito téxico do GA, na concentragdo utilizada, a
ineficacia deste fitorregulador para a espécie em
questdo ou a falta de outros fitorreguladores, como o
AlA, o AIB, BAP e ANA, utilizados nos outros
tratamentos.

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

O resultado obtido em T4 indica que uma relacéo
citocinina/auxina mais baixa pode permitir que os
explantes direcionem seu esforco metabdlico para o
alongamento ao invés da multiplicagdo, 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 inibitorio que
as citocininas tém sobre o alongamento das culturas.
Foi verificado, por exemplo, que nos meios de
multiplicacdo de diversos clones de Eucalyptus,
contendo citocinina, as partes aéreas se alongaram com
a adicdo 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 ndo diferiram
significativamente de T2 e T4, apesar da relacao
auxina/citocinina neste tratamento ser inferior em
relagdo aos outros dois.
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A opcéo pelo enraizamento in vitro ou ex vitro de
material micropropagado depende da qualidade das

A
partes aéreas obtidas na multiplicacdo, da espécie, do
gendtipo e da disponibilidade de infra-estrutura adequada

T em casa de vegetacdo. De maneira geral, pode-se

% observar (Fig. 2 A) que a Grevillea robusta apresentou

E um adequado alongamento in vitro (de 3,2 a 4,2 cm de

a comprimento), levando a formacéo de microestacas com
um bom padrao de tamanho para permitir o enraizamento

T2 T3 T4 ex vitro, de forma similar ao relatado para Eucalyptus por
Tratamentos XAVIER e COMERIO (1997).
Conforme pode ser visualizado na Figura 3 (A e B),
microestacas de Grevillea robusta possuem uma boa
capacidade de enraizamento em condi¢des ex vitro.

B Embora neste estudo o material propagativo tenha sido
originado de explantes juvenis, se observa a
possibilidade de uso da técnica de micropropagacao

) como forma de multiplicacdo massal da espécie.

T2 T3 T4 A A A
Tratamentos A 10007
80,01
Figura 2. Altura média (A) e peso médio de matéria fresca por <
tufo produzido (B). Médias seguidas de uma mesma letra entre os ; 60,01
diferentes tratamentos néo diferem entre si, pelo teste de Tukey § 40,0+
a 5% de probabilidade. 8 20,04
0,04
T2 T3 T4
A producdo de matéria fresca variou de 0,0 a 0,3 g por Tratamentos

tufo, porém nao foi afetada significativamente pelos
diferentes tratamentos utilizados neste experimento,
como mostra a Figura 2 (B). Normalmente, esta

caracteristica é afetada pela concentracdo de citocinina 1000+ A A
no meio de cultura, a qual induz maior taxa de B A
multiplicacdo e, consequentemente maior absorgédo dos . 80,01
componentes do meio de cultura em decorréncia do S 60,0
. - . . %
estimulo no metabolismo do nitrogénio. Contudo, as 8 400
baixas concentra¢fes utilizadas neste experimento nao 8 '
devem ter sido suficientes para que este efeito se n 20,0+
manifestasse. 0,0
T2 T3 T4
Tratamentos

A possibilidade de inducdo de raizes em condicdes ex
vitro tem sido observada para algumas espécies vegetais
micropropagadas. A eliminacdo da etapa de enraizamento
in vitro é aprovada sob o aspecto econdmico e da
qualidade do sistema radicular, podendo-se produzir um
sistema radicular mais completo e funcional, evitando a
manipulacdo da raiz nua (Grattapaglia e Machado, 1990;
Xavier e Comério, 1997).

Figura 3. Sobrevivéncia dos explantes na saida da casa de
vegetacdo (SOBSCV - A) e enraizamento na saida da casa de
sombra (SOBSCS - B). Médias seguidas de uma mesma letra
entre os diferentes tratamentos nédo diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Quando se analisam as mudas a pleno sol (Figura 4)
observa-se uma reducao significativa no percentual de
sobrevivéncia (média geral de 56,9%) para todos os
tratamentos em relacdo a sobrevivéncia na saida da casa
de vegetacdo (média geral de 100%) e enraizamento na
saida da casa de sombra (média geral de 88,9%), o que
pode ser atribuido a necessidade de maior periodo de
adaptacédo a estas condi¢des, quando em comparagédo ao
ambiente de casa de vegetacao 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.

100,0+

SOB100 (%)

T2 T3 T4

Tratamentos

Figura 4. Sobrevivéncia das mudas aos 100 dias de idade
(SOB100), em pleno sol. Médias seguidas de uma mesma letra
entre os diferentes tratamentos néo diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Quando se analisam os valores de altura e diametro do
coleto das mudas aos 100 dias de idade (Figura 5 A e
B), observam-se valores que estdo dentro de relagfes
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
relacdo raiz / parte aérea.
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Figura 5. Altura média das mudas (ALT100 - A) e diametro do
coleto médio aos 100 dias de idade das mudas (DC100 - B).
Médias seguidas de uma mesma letra entre os diferentes
tratamentos nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

CONCLUSOES

Em razdo dos objetivos inicialmente propostos e nas
condi¢cdes com que o experimento foi desenvolvido,
conclui-se que:

- a técnica de micropropagacao de Grevillea robusta
€ viavel para multiplicacdo de explantes oriundos de
mudas produzidas por sementes;

- 0 alongamento dos explantes oriundos de
subcultivos in vitro é possivel sem a presenca de
giberelinas nas concentracdes e tipo testado;

- 0 enraizamento em condicdes ex vitro € uma
alternativa interessante para a formagédo de mudas de
Grevillea robusta com um bom sistema radicular;

- estudos buscando definir protocolos para
multiplicagcdo de materiais adultos sdo imprescindiveis
para programas de melhoramento genético da espécie.
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