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RESUMO

O obijetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de explantes de Grevillea_robusta oriundos
de 30 subcultivos in vitro em meio JADS 89 modificado em relagao aos seguintes tratamentos de
alongamento: T1 —=1mg L' de GA3; T2-1,2mgL"de AIA+ 0,08 mgL" de BAP + 5mg L™ de
Tiamina HCI; T3 - 0,1 mg L™ de AIB + 0,1 mg L de BAP e; T4 - 0,05 mg L de BAP + 0,1 mg L™
ANA. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia Vegetal, da Embrapa Florestas,
Colombo-PR. De forma geral, observou-se a viabilidade da técnica de micropropagacéo de
Grevillea robusta para multiplicacao e alongamento de explantes.

INTRODUCAO

A Grevillea robusta € uma espécie florestal de origem australiana, seu nome foi dado em
homenagem a C.F. Greville, patrono inglés da botanica. 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 simplesmente no Brasil, € 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 € uma espécie de
grande aceitacdo, devido 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 Sao Paulo a utilizam para produzir esquadrias e
moveis como camas, mesas e cadeiras (MARTINS, 2000).

A producado de mudas de grevilea é relativamente facil, principalmente por via sexuada. A
propagacao vegetativas, via enxertia ou estaquia, partindo de ramos novos de plantas jovens ou
de mudas novas provenientes de sementes, também ¢é um método bastante utilizado
(HARWOOD, 1992; HARWOOD, 1989).

O método de micropropagacao € uma técnica de reproducao de plantas a partir de 6rgaos
diferenciados, podendo ser: gemas, embrides ou hipocétilos (ELDRIGDE et. al., 1994), partes de
6rgaos ou simples células (GOMES, 1987), em cultura estéril (ELDRIDGE et. al.,1994) e in vitro
(McCOWN, 1987). Na fase de multiplicacdo o objetivo é produzir o maior nimero de explantes
possiveis em menor tempo (com alta taxa de multiplicagéo, rapido crescimento e alto vigor), sem
muita variacdo de explante para explante. A fase de alongamento consiste na colocacdo dos
explantes no meio de alongamento, objetivando a obtencdo de material mais apto a fase posterior
de enraizamento.
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Em termos de Grevillea robusta, nao se tem registros de trabalhos de micropropagacéo.
Em funcio da atual total auséncia de trabalhos de pesquisa com micropropagacgao de Grevillea, o
presente estudo objetivou avaliar o comportamento de explantes de Grevillea robusta oriundos de
30 subcultivos in vitro em meio JADS 89 modificado, em relagdo aos seguintes tratamentos de
alongamento: T1 —1mg L' de GA3; T2-1,2mgL"'de AIA+ 0,08 mgL"' de BAP + 5mg L™ de
Tiamina HCI; T3 -0,1 mg L' de AIB+ 0,1 mgL" de BAP e; T4 - 0,05 mg L™ de BAP + 0,1 mg L™
ANA. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia Vegetal, da Embrapa Florestas,
Colombo-PR.

MATERIAIS E METODOS

Para o presente estudo, durante a fase de multiplicagao, foram utilizados tufos (brotacdes
originadas de um explante introduzido no meio de cultura) de Grevillea robusta oriundo de mudas
produzidas por semente, submetidos a 30 subcultivos in vitro em meio JADS 89 modificado, a
intervalos de 30 dias, tendo por finalidade obter o rejuvenescimento. Apés a fase de
multiplicacdo, os explantes foram transferidos para meio de alongamento constituido de meio
JADS, 89 (modificado), acrescido de 2,5% sacarose, 0,7% de agar e a pH 5,8.

Foram utilizados quatro tratamentos, com seis repeticées e cinco explantes de 1 a 3 cm,
alongados em meio de cultura composto pelos sais basicos e vitaminas do meio JADS 89
(CORREIA, 1992) modificado, conforme quadro abaixo:

Quadro 1 — Sais e vitaminas utilizadas para o preparo do meio de cultura para o alongamento de
explantes de Grevillea robusta.

Composigéao Concentragéo(g L™)
NH4NO3 32,4
KNO3 80,9
Ca (NO3)2 .4 H20 118,1
KH2PO4 40,8
MgS04 .7 H20 73,95
MnSO4 . 7 H20 1,69
CuS04 . 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

Os tratamentos testados foram diferentes tipos de regulador de crescimento, bem como,
diferentes relagdes entre estes, conforme descrito a seguir:

T1> 1mgL"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).

T4— 0,05 mg L™ de BAP (6-benzilaminopurina) + 0,1 mg L™" de ANA (Acido Indol Acético).



RESULTADOS E DISCUSSOES

Pelas caracteristicas analisadas neste experimento, foram detectadas diferencas
significativas (p<0,05) apenas para a taxa de multiplicacdo (numero de tufos) e para alongamento
dos explantes produzidos.
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Figura 1 — Numero de tufos produzidos (NTufos) para cada tufo introduzido originalmente in vitro
(A) e altura média dos tufos produzidos (B). Médias seguidas de uma mesma letra entre os
diferentes tratamentos nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com a Figura 1 (A) o numero de tufos produzidos foi superior nos tratamentos
T2 e T3 (1,7 e 1,6, respectivamente), em relacdo aos tratamentos T1 e T4 (1,2 e 1,1
respectivamente).

As menores taxas de multiplicagdo obtidas nos tratamentos T1 e T4 ocorreram,
provavelmente, devido a auséncia total de BAP em T1 e devido a sua baixa concentracdo em T4.
Outra possivel explicagao para esta resposta esta no fato de que os tratamentos T1 e T4 nao
continham as auxinas AIA e AIB, sugerindo um efeito significativo destas no meio de
alongamento.

Ao contrario do que se esperava, o tratamento T1 proporcionou menor alongamento dos
explantes em relagao aos demais tratamentos. Tal resultado, sugere um provavel efeito toxico do
GA3 na concentracdo utilizada em T1, ja que este tratamento apresentou uma elevada taxa de
explantes mortos (Figura 2 B) enquanto os demais tratamentos nao diferiram entre si quanto a
esta caracteristica.

De maneira geral, pOde-se observar que a Grevillea robusta se mostrou responsiva aos
meios de alongamento, uma vez que microestacas obtidas se mostraram com bom padrdo de
tamanho para o posterior enraizamento, tanto in vitro, quanto ex vitro, quando comparado com
Eucalyptus (XAVIER e COMERIO, 1997).
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Figura 2 — Peso médio por tufo produzido (A) e percentagem média de tufos mortos (B). Médias
seguidas de uma mesma letra entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.



A produgdo de matéria verde (peso) variou de 0,2 a 0,4g porém nao foi afetada pelos
diferentes tratamentos de balangos hormonais utilizados neste experimento, como mostra a Figura
2 (A). Normalmente, esta caracteristica é afetada pela concentragcdo de citocinina no meio de
cultura, a qual induz maior taxa de multiplicacdo e, consequentemente maior absor¢cdo dos
componentes do meio de cultura, devido ao estimulo no metabolismo do nitrogénio. Contudo, as
baixas concentracbes utilizadas neste experimento ndo devem ter sido suficientes para que este
efeito se manifestasse.

Em relagdo a mortalidade dos explantes, ndo se observaram diferencas significativas e, de
modo geral (Figura 2 B), a mortalidade foi baixa ( de 0 a 23,3 %).
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Figura 3 — Numero de raizes produzidas (N Raiz) por tufo introduzido in vitro. Médias seguidas de
uma mesma letra entre os diferentes tratamentos nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Com relagao a indugao de raizes proporcionada apenas pelo tratamento T4, esta deve ter
ocorrido em fungao da presenga de auxina no meio de cultura, em relagdo ao tratamento T1,
devido a fonte de auxina, em relagédo ao tratamento T2 e de uma combinacgéo dos efeitos da fonte
e da relagao auxina/citocinina, em relagdo ao tratamento T3.

Embora o tratamento T2 apresente uma relacdo auxina/citocinina bem mais elevada que o
tratamento T4, o AIA é um componente termodegradavel que sofre degradacdo durante o
processo de autoclavagem, perdendo assim grande parte de seu efeito fitorregulador. E, embora o
AIB utilizado no tratamento T3 seja termoestavel, a relagcdo auxina/citocinina neste tratamento
representa metade daquela utilizada no tratamento T4.

CONCLUSAO

Em funcao dos objetivos inicialmente propostos e nas condicbes com que o experimento
foi desenvolvido, os resultados encontrados para as caracteristicas de numero de tufos, altura
média, peso médio, percentagem de tufos mortos e numero de raizes, a transferéncia de
explantes multiplicados in vitro de Grevillea robusta para alongamento, demonstrou a viabilidade
da técnica de micropropagacao de Grevillea robusta para multiplicacao de explantes oriundos de
mudas produzidas por sementes, bem como, a possibilidade de alongamento de explantes para
futuro enraizamento in vitro e, ou ex vitro. Conclui-se também que estudos evidenciando o
enraizamento in vitro e ex vitro sdo de fundamental importancia para o aproveitamento maximo da
técnica de micropropagacao em Grevillea robusta.
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