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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de explantes de P.greggii oriundos do
trigésimo subcultivo in vitro em meio JADS 89 modificado em relagdo aos seguintes tratamentos
de alongamento: Ty — 1 mg L™ de GA3; T,—1,2mgL" de AIA + 0,08 mgL" de BAP + 5mg L™ de
Tiamina HCI; T;— 0,1 mg L' de AIB + 0,1 mgL" de BAP e; T,- 0,1 mg L' ANA + 0,05 mg L" de
BAP. Foi avaliada a sobrevivéncia dos brotos, a producéo de brotos e a altura das microestacas.
Os resultados indicaram a toxidade do GA; na concentracao utilizada. De forma geral observou-se
que o P. greggii se adaptou bem ao alongamento, mas nao se adaptou ao enraizamento ex vitro e
que seria necessario o estudo de enraizamento in vitro ou ainda estudar outra técnica de
clonagem para a propagacgao vegetativa desta espécie.
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INTRODUGAO

Pinus greggii € um pinheiro endémico do México que apresenta altura variada, geralmente
entre 10 e 25 metros e aciculas de coloragao verde clara (Borsato, 2000). A copa, irregularmente
arredondada, pode apresentar os galhos inferiores na posigdo horizontal ou, ainda de forma
pendente, com galhos tocando o chdo. Do ponto de vista morfolégico, Pinus greggii é muito
semelhante ao Pinus patula, mas pode ser diferenciado pelas aciculas muito curtas, asperas e
eretas (Mirov, 1967; Perry, 1991).

A micropropagacéo é uma técnica de producao de plantas a partir de 6érgéos diferenciados
podendo ser gemas, embrides, partes de 6rgdos ou simples células (Gomes, 1987), que visa o
rejuvenescimento do material selecionado para o processo de producdo de mudas (Xavier e
Comério, 1996).

A micropropagacao é dividida em algumas fases, sendo que na fase de multiplicacdo o
objetivo é produzir o maior nimero de explantes possiveis a um curto periodo. A fase de
alongamento o objetivo é que o material se torne apto para o enraizamento que pode ser in vitro
ou ex vitro (Santos et al., 2002).
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O presente estudo teve como objetivo avaliar o comportamento de explantes de Pinus
greggii, em meio JADS 89 modificado (Correia, 1992), em relacdo a diferentes tratamentos de
fitorreguladores de crescimento para alongamento in vitro.

MATERIAL 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 Pinus greggii provenientes de
mudas produzidas via semente, submetidos a 30 subcultivos in vitro em meio JADS 89 modificado
(Quadro 1), a intervalos de 30 dias. Apds a fase de multiplicagao, os explantes foram transferidos
para meio de alongamento constituido de meio JADS 89 modificado, acrescido com 25 g L™ de
sacarose, 6 g L™ de 4gare pH 5,8.

Quadro 1 — Sais e vitaminas utilizadas para o preparo do meio de cultura para multiplicacéo e
alongamento de explantes de Pinus greggii.

COMPOSIGAO CONCENTRAGAO (g L'1)
NHsNO3 324
KNO; 80,9
Ca (NO3), . 4 H,0 118,1
KH,PO, 40,8
MgSQ, . 7 H,O 73,95
MnSO4 .7 Hzo 1,69
CUSO4 .5 Hzo 0,125
ZnS0O, .7 H,O 0,432
FeSO, .7 H,O 7,450
Na,EDTA . 2 H,O 5,560
H;Bo; 0,310
Na,MoQO;, . 2 H,0 0,015
CoCl, .6 H,0 0,025
Kl 0,016
Tiamina HCI 0,050
Mio Inositol 5,000
Glicina 0,025
Acido Nicotinico 0,025
Piridoxina HCI 0,025

Foram utilizados quatro tratamentos constituidos de diferentes tipos de reguladores de
crescimento em combinagdes distintas: T1 —1 mg L™ de GA3; T2-1,2mgL" de AIA+ 0,08 mg L
"de BAP + 5mg L de Tiamina HCI ; T3-0,1mgL"'de AIB+ 0,1 mgL"'de BAPe; T4-0,1 mg L
" ANA + 0,05 mg L' de BAP. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco
explantes de 1 a 3 cm por repeticdo. As médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Uma vez inoculados, os tufos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de
25 °C + 2 °C e luminosidade mantida por meio de lampadas fluorescente branca-fria, por um
periodo de 16 horas luz/dia e intensidade luminica de 1800 klux.

Apéds 30 dias em meio de cultura, foram avaliados o percentual de sobrevivéncia, o niumero
de brotos produzidos para cada explante introduzido, a altura e o enraizamento ex vitro. Nesta
ultima etapa as microestacas foram acondicionadas em casa de vegetagdo com temperatura
variando de 22 a 28 °C e umidade relativa do ar acima de 80%. Utilizou-se como substrato uma
mistura de composto organico (30%), vermiculita fina (35%) e casca de arroz carbonizada (35%)
em tubetes de 55 cm®.



RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de sobrevivéncia de pinus greggii em meio de alongamento foi T1 (0%), T2
(100%), T3 (100%) e T4 (100%), demonstrando que o T1 (1 mg L™ de GA3) é inapropriado para o
alongamento in vitro desta espécie, o que pode ser atribuido a uma provavel intoxicagao por GA3
na concentracao utilizada, enquanto que os demais tratamentos nao diferiram entre si quanto a
esta caracteristica. (Figura 1A). Desta forma nao foi possivel a avaliagdo do T1 nas demais
caracteristicas avaliadas, corroborando os resultados obtidos por Rosa et al. (2003), quanto ao
efeito toxico do GA3 na mesma concentragdo sobre a mortalidade de 100% dos explantes de
Eucalyptus pellita.
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Figura 1- Percentual de sobrevivéncia de explantes de Pinus greggii no meio de alongamento
(Sob% - A); média de numero de brotos produzidos por tratamentos dePinus greggii (Nbrotos — B).
Médias seguidas de uma mesma letra entreosdiferentes tratamentos nao diferem entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Com relagdo ao numero de brotos produzidos, Figura (1B), ndo foi observada diferencga
significativa. O tratamento superior foi o T4, T2 e T3 com 0,67, 0,55 e 0,42 brotos por explante
respectivamente.Rosa et al. (2003) encontraram 1,75 brotos por explante para Eucalyptus
pellita,enquanto que Wiecheteck et al. (1991) conseguiram 6,2 brotos por explante para
Eucalyptus viminalis. Também deve-se considerar que os tratamentos foram elaborados com a
finalidade de alongar as brotagdes para o enraizamento (formac¢ao de microestacas) e ndo para a
formacao de brotos, mesmo assim conforme citado acima houve produgdo de brotos nos trés
diferentes tratamentos o que pode ser atribuido ao acréscimo de BAP nos trés tratamentos.

Quanto a altura dos explantes (Figura 2) , as microestacas estavam com uma altura
padrdo para o enraizamento ex vitro, tendo como média geral 4,7 cm de comprimento. Esse
resultado médio de altura é superior aqueles encontrados por Rosa et al. (2003), e Wiecheteck et
al. (1991) para Eucalyptus pellita (com 2,3 cm) e Eucalyptus viminalis (com 1,85 cm),
respectivamente. Para Del Ponte et al. (2001), a concentracao de BAP que produziu brotacoes
mais alongadas foi 0,2 mg L', seguida da testemunha, sem aplicacdo de regulador de
crescimento.Valores bastante dispares quando comparados ao alongamento do Pinus greggii o
que pode ser atribuido a melhor adaptacdo desta espécie no alongamento in vitro. Apesar da
diferenca nos valores da altura os tratamentos nado se diferenciaram significativamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 2 - Altura média das microestacas produzidas de Pinus greggii (Alt\cm). Médias
seguidas de uma mesma letra entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade

No enraizamento ex vitro das microestacas, houve mortalidade de 100% das microestacas
em casa de vegetacao, o que leva a conclusdo de que novos estudos devem ser feitos com esta
espécie na fase de alongamento, ou ainda que a mesma nao se adaptou a esta técnica de
propagacgao vegetativa.

CONCLUSAO

Nas condi¢bes em que o trabalho foi desenvolvido, conclui-se que o alongamento de Pinus
greggii para a formagdo de microestacas para o enraizamento ex vitro € tecnicamente viavel,
porém esta espécie necessita de maiores estudos para a fase de enraizamento, e a aplicagao de
GA3 no meio de alongamento de Pinus greggii é prejudicial para a formagao de microestacas.
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