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Resumo

A produgédo de mudas clonais de teca (Tectona grandis) para plantios florestais consiste numa promissora
biotecnologia para o Brasil. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo para o estabelecimento
de gemas e germinagao de sementes a partir de genétipos da Amazonia Sul-Ocidental e avaliar o potencial
organogénico de explantes de diferentes idades na multiplicagéo in vitro de teca. Para a isso foram utiliza-
dos segmentos nodais apicais oriundos de plantas matrizes adultas e microbrotos de plantulas germinadas
in vitro. Verificou-se que o tratamento mais eficiente para a assepsia de segmentos nodais de plantas
adultas e de sementes foi 0 uso de hipoclorito de sédio a 2,5% por 20 e 30 minutos, respectivamente. Na
germinagao de sementes, os resultados indicaram que as maiores porcentagens de germinagéo (83,3 e
60%) das sementes in vitro ocorreram na presenga de luz no meio MS e WPM. Na fase de multiplicacao,
as combinagbes de 0,5 uM de ANA + 2,2 uM de BAP promoveram os melhores resultados (1,75 brotos)
para os segmentos nodais de plantulas, enquanto nas oriundas de plantas adultas (1,75 brotos) foi de 0,5
uM de ANA + 4,4 uM de BAP em meio MS. Conclui-se que na propagacao in vitro de teca a juvenilidade
dos explantes influencia nas respostas organogénicas durante a multiplicagao de brotos.
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Abstract

The production of clonal plantlets of teak (Tectona grandis) for forest plantations is a promising biotech-
nology for Brazil. The objective of this work was to establish a protocol for establishment of apical buds
and germination from genotypes of the South-West Amazon and to evaluate the organogenic potential of
explants of different ages in the in vitro multiplication of teak. For the in vitro multiplication were used shoot
bud from adult plants and nodal segments of seedlings germinated in vitro. It was verified that the most
effective treatment for aseptic of buds from adult plants and seeds is the use of sodium hypochlorite to
2.5% for 20 minutes and 30, respectively. In the germination of seeds, the results indicated that the largest
percentages of germination of seeds in vitro (83,3 e 60%) occurred in the presence of light in the medium
MS and WPM. During the multiplication, the combinations of 0,5 uM of ANA + 2,2 uM of BAP promoted the
best results for the nodal segments of seedlings (1,75 buds), while the shoot apical bud (1,75 buds) was 0,5
uM de ANA + 4,4 uM of BAP. It was conclude that in the in vitro propagation of teak the juvenility of explants
influences the organogenic answers during the shoots multiplication.
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INTRODUCAO O reflorestamento tornou-se uma alternativa
para reduzir o impacto da exploracdo madeireira

A Amazonia é um bioma rico em biodiversi- na Amazdnia, bem como de promover a cobertu-

dade que vem sofrendo diversos impactos oca-
sionados pela acdo antrépica. A exploracdo ma-
deireira é um dos principais fatores relevantes na
causa de danos severos as florestas, propiciando
grandes devastacoes (FEARNSIDE, 2006).

ra florestal das areas degradadas (FIGUEIREDO et
al., 2005). Plantios comerciais de espécies exoti-
cas, como a teca (Tectona grandis L.f.) possibilitam
a extracao de madeiras para a comercializagao,
evitando assim, a utilizacdo das espécies nativas.
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O cultivo de teca por estaquia e por semen-
tes é amplamente difundido nos trépicos do
mundo inteiro (YASODHA et al., 2004). A pro-
ducdo de mudas a partir de sementes é pou-
co eficiente, pois a quantidade de sementes
produzidas por arvore é reduzida e as taxas de
germinacao sdo baixas, variando de 20 a 25%
(MONTEUUIS e MAITRE, 2007).

Em diversas espécies florestais tem-se resul-
tados que indicam a possibilidade de obten-
¢do, num curto espaco de tempo, de grandes
quantidades de novas plantas a partir de um
Unico explante, em subcultivos periodicos in
vitro (XAVIER, 2007).

A aplicagao da biotecnologia permite de-
senvolver métodos de conservacdo, utilizacao
e protecao de recursos florestais (VIANA et al.,
1999). A propagacao in vitro de teca torna-se
uma alternativa para conservacgao e utilizacao do
potencial econémico em reflorestamentos com
fins madeireiros, por meio da multiplicagao de
genotipos selecionados. O plantio clonal de teca
a partir de mudas micropropagadas é realidade
na India, Laos e Tailandia (BALL et al., 2000).
No Brasil, ja existem biofdbricas de produgao de
mudas clonadas de teca, entretanto, os estudos
de micropropagacao de gendtipos estabelecidos
no Brasil ndo sdo publicados.

O estabelecimento de uma cultura assépti-
ca é a fase mais critica da micropropagacao. Os
meios de cultura sdo ricos em compostos organi-
cos como aclicares, aminodacidos e vitaminas, os
quais proporcionam condi¢bes favoraveis para
o desenvolvimento de bactérias e fungos (GE-
ORGE, 1993). A efetividade da desinfestacao do
explante é dependente do tipo e idade do ma-
terial utilizado, do tipo e concentracio do de-
sinfetante e do tempo de exposi¢ao do explante
ao agente (SMITH, 2000). As espécies arboreas
apresentam dificuldade para o estabelecimento
in vitro devido aos contaminantes, principalmen-
te se for utilizado material vegetal de individuos
adultos (COUTO et al., 2004). Os protocolos de
assepsia mais utilizados para sementes de espé-
cies arboreas florestais envolvem especialmente
o hipoclorito de sédio, ja utilizado para semen-
tes de mogno (COUTO et al., 2004), canjarana
(ROCHA, 2005), cedro (NUNES et al., 2002) e
Miconia sp. (CID et al., 1997).

O estabelecimento in vitro de gemas caulina-
res de teca apresenta grandes problemas com re-
lacao a producao de compostos fendlicos e a bai-
xa resposta morfogénica dos explantes (SHIRIN
e SARKAR, 2003). A utilizacao de solucao de aci-

do bérico e acido ascérbico a 0,1 % tem apresen-
tado resultados satisfatorios para a minimizagao
dos efeitos da oxidacao com relacao as oxidacoes
no cultivo de teca (SHIRIN et al., 2005).

Os estudos iniciais com a multiplicacio in
vitro de brotos de teca a partir de explantes de
plantas adultas com a associagdo de 6-benzila-
denina (BA) e 4cido 3-indolacético (AIA) nos
meios de cultura demonstraram grande poten-
cialidade para producio de mudas (SHARMA
et al., 2000; TIWARI et al., 2002). O efeito de
6-Benzilaminopurina (BAP) na multiplicacao in
vitro de brotos de teca tem sido reportado por
diversos autores (GUPTA et al., 1980; DEVI et al.,
1994; SHARMA et al., 2000).

Shirin et al. (2005) descreveram um protoco-
lo para a micropropagacao de teca por meio de
gemas axilares de plantas com 60 anos de idade,
sendo que a multiplicagdo de brotos foi obtida
com sucesso (6,33 brotos/explante) com a uti-
lizagao de meio MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) suplementado com 10 uM de BAe 1 uM
de ANA. A adicao de baixas concentracoes de
auxinas e citocininas aumentaram o nimero de
brotos e o seu alongamento em teca, segundo
Tiwari et al. (2002). De acordo com Gyves et al.
(2007), um método eficiente de multiplicagdo
de brotos consiste na reducao de 50% da concen-
tracao de nitrato de aménia do meio de cultura
MS suplementado com 1,5 mg.L.! de BAP, com
0,01 mg.L' de dcido naftalenoacético (ANA) e
com 0,1 mg.L"! de acido giberélico (GA3). A uti-
lizagao de combinacgdes de citocininas no meio
de cultura também tem demonstrado eficiéncia
na multiplica¢do clonal, associando 22,2 uM de
BA com 11,62 pM de cinetina (KIN) (YASODHA
et al., 2005). Recentemente, elevadas taxas de
multiplicacao desta espécie foram obtidas com
o uso de thidiazuron (TDZ) na concentracao de
8 UM (AKRAM e AFTAB, 2008).

Estudos de micropropagacao de teca a partir
de gendtipos estabelecidos no Brasil sao essen-
ciais para o sucesso dos plantios florestais nas
regioes Centro-Oeste e Norte, os quais se en-
contram em expansao. As condicoes abidticas
(variacao de temperatura, umidade e chuvas)
e bidticas (diversidade de microrganismos), as
quais as plantas matrizes estao submetidas sao
fundamentais para o sucesso do estabelecimen-
to in vitro e continuidade da micropropagacao,
bem como, na aclimatizacao das mudas.

O objetivo desse trabalho foi avaliar diferen-
tes protocolos de assepsia para a germinacao
de sementes e estabelecimento de gemas cauli-
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nares provenientes de gendtipos da Amazodnia
Sul-Ocidental (Acre), bem como, avaliar as res-
postas fisiologicas na multiplicagao in vitro de
brotos com o uso de diferentes concentracoes de
6-benzilaminopurina (BAP) a partir de segmen-
tos nodais de plantas de diferentes idades.

MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados com sementes e
segmentos nodais apicais de plantas matrizes (Fi-
gura 1) de Tectona grandis L.f., coletadas na drea
experimental da Embrapa Acre, localizada no
Km 12 da BR - 364, no municipio de Rio Branco,
AC, e segmentos nodais de plantulas (Figura 2)
germinadas in vitro no Laboratério de Morfoge-
nese e Biologia Molecular da Embrapa Acre.

(1)

Yover

Figuras 1-3. Explantes e brotos de Teca (Tectona gran-
dis L.f.). 1- Gemas oriundas de plantas adultas
(6 anos). 2- Segmentos nodais (com 2 gemas
axilares) de plantulas de 30 dias germinadas in
vitro. (Barras= 2 cm). 3- Brotos regenerados
apos 30 dias em meio de cultura MS com 0,5
uM de ANA + 2,2 uM de BAP.

Figures 1-3. Explants and buds of Teak (Tectona grandis
L.f.). 1- Buds from adult plants (6 years). 2-
Nodal segments (with 2 axillary buds), germi-
nated seedlings 30 days old. 3- Regenerated
buds after 30 days in MS culture media with 0,5
uM of ANA + 2,2 uM of BAP. (Bars = 2 cm).
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Para o estabelecimento in vitro de segmentos
nodais (2 cm com 2 gemas), as mesmas foram
coletadas de plantas adultas no inicio da esta-
¢ao chuvosa na Amazoénia (novembro), lavadas
com detergente comercial neutro e dgua cor-
rente e com auxilio de escova com cerdas ma-
cias. Posteriormente, os segmentos nodais fo-
ram submersos por um minuto em alcool 70%
e desinfestados em ciamara de fluxo laminar,
submetendo-as aos tratamentos de assepsia,
considerando: TO (controle) - imersao em dgua
destilada por 10 min; T1- imersao em hipoclo-
rito de sédio (2,5%) por 10 min; T2- imersao
em hipoclorito de sédio (2,5%) por 20 min; T3-
imersdao em hipoclorito de sédio (2,5%) por 30
min; T4- imersao em cloreto de merctrio (0,1%)
por 5 min; T5- imersao em cloreto de mercurio
(0,1%) por 10 min; T6- imersao em cloreto de
mercurio (0,1%) por 15 min; T7- imersdao em
cloreto de mercario (0,1%) por 20 min; e T8-
imersao em cloreto de merctrio (0,1%) por 30
min. A avaliagdo dos experimentos consistiu na
determinacao da porcentagem de contaminagao
e de oxidacao, bem como na porcentagem de
sobrevivéncia aos 30 dias.

Frutos de teca foram coletados no més de
julho e armazenados em camara fria seca (10°
C) por um meés, quando os frutos foram que-
brados e as sementes retiradas manualmente. As
sementes foram lavadas com detergente e agua
corrente. Posteriormente, foram submersas por
um minuto em dlcool 70% e desinfestadas em
camara de fluxo laminar, submetendo-as aos
tratamentos de assepsia: TO (controle) - imersao
em 4gua destilada por 10 min; T1- imersdo em
hipoclorito de s6dio (2,5%) por 10 min; T2-
imersao em hipoclorito de sédio (2,5%) por
20 min; T3- imersdo em hipoclorito de s6dio
(2,5%) por 30 min; e T4- imersao em hipoclori-
to de sédio (2,5%) por 40 min. A avaliagio foi
feita pela porcentagem de contaminagao apos
15 dias de inoculacao.

Ap6s a imersdo dos materiais vegetais nas
solucoes de desinfestacao, procedeu-se a lava-
gem por 3 vezes com agua destilada esterilizada.
Posteriormente fez-se a inoculacao em tubos de
ensaio (20 x 150 mm), contendo 10 mL de meio
de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962).

Para avaliar o efeito de meios de cultura e o
efeito de luz na germinacao in vitro, as sementes
foram submetidas a assepsia, em camara de flu-
xo laminar, em hipoclorito de sédio a 2,5% por
20 min, seguida de tri-lavagem em agua destila-
da autoclavada. Em seguida, as sementes foram
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inoculadas em frascos de vidro contendo 30 mL
de diferentes concentracoes salinas de meios
nutritivos, na luz e no escuro, considerando:
T1- com meio MS na presenca de luz; T2- meio
MS/2 na presenca de luz; T3- meio Wood Plant
Medium- WPM (LOYD e MCCOWN, 1981) com
luz; T4- meio WPM/2 na presenca de luz; T5-
meio MS na auséncia de luz; T6- meio MS/2 na
auséncia de luz; T7- meio WPM na auséncia de
luz; T8- meio WPM/2 na auséncia de luz. A ava-
liagao foi feita pela porcentagem de germinagao
ap6s 15 dias de inoculagio.

Nos experimentos de organogénese in vitro
de brotacoes foram utilizados como explantes
os segmentos nodais (com 2 gemas axilares) de
plantulas germinadas in vitro (2 meses), e seg-
mentos nodais apicais (2 cm com 2 gemas) de
plantas adultas (6 anos). Os explantes foram ino-
culados em frascos de vidro, apds a assepsia, con-
tendo as seguintes formulacoes bdsicas de meios
de cultura: sais de MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) suplementados com 30 g.L'! de sacarose, 6
g.L'! de agar e a citocinina 6-benzilaminopurina
(BAP) nas concentragdes de 0,0; 2,2 uM; 4,4 uM;
8,8 uM; 17,7 uM combinados com 0,5 uM da
auxina acido naftalenoacético (ANA).

As culturas foram mantidas em sala de cres-
cimento, com temperatura de 23+2°C, fotope-
riodo de 16h de luz, densidade de fétons de 38
pmol.m=.s! e umidade ao redor de 58%. As ava-
liacoes foram realizadas apds 30 dias de culti-
vo, consistindo nos seguintes dados: nimero de
brotos regenerados, niimero de nés por broto, e
comprimento dos brotos.

Os experimentos foram organizados em de-
lineamento completamente casualizado, com
seis repeticoes por tratamento e cinco frascos
por parcela, com cinco sementes ou segmentos

nodais, totalizando 25 por repeticio. As mé-
dias foram comparadas por Andlise de Variancia
(ANOVA), com a separacao de médias pelo teste
SNK com p<0,05 (SOKAL e ROHLE 1995) utili-
zando-se o programa computacional SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de contaminacdo de segmen-
tos nodais apicais de plantas adultas durante o
estabelecimento in vitro de T. grandis demons-
trou que os melhores tratamentos foram aque-
les com mais de 15 minutos de exposi¢ao ao
cloreto de mercario (0,1%) e também com 30
minutos de exposi¢ao ao hipoclorito de s6dio a
2,5 % (Tabela 1). Entretanto, nesses tratamentos
com mais de 15 minutos de exposicao ao clore-
to de mercuirio foram registradas as mais altas
percentagens de oxidagao e as mais baixas taxas
de sobrevivéncia. As menores percentagens de
oxidagao e as maiores percentagens de sobrevi-
véncia foram observadas nos tratamentos com
hipoclorito de sédio (2,5%). Portanto, nesses
experimentos, a utilizacao hipoclorito de s6dio
a 2,5% por 20 minutos apresentou os melhores
resultados com relacao ao conjunto de fatores,
com percentual de contaminac¢ao intermedia-
rio, menor oxidacao e maior sobrevivéncia.

O sucesso da técnica de micropropagagao
tem como seu ponto de partida a recomendacao
de um protocolo de assepsia e estabelecimento
in vitro com o maior namero de explantes assép-
ticos, menor producao de compostos fendlicos
(oxidagdao) e com maior sobrevivéncia dos ex-
plantes para as etapas seguintes. Segundo Grat-
tapaglia e Machado (1998), o estabelecimento
de uma cultura asséptica é a fase mais critica da
micropropagacao.

Tabela 1. Tratamentos de desinfestacdo de gemas apicais de plantas adultas e estabelecimento in vitro de Tectona

grandis L.f. apds 15 dias de inoculacdo.
Table 1.
L.f . after 15 days of inoculation.

Treatments of disinfestation of apical bud from adult plants and in vitro establishment of Tectona grandis

Contaminagao Fungica/bacteriana (%)

Oxidacgao (%) Sobrevivéncia (%)

Controle 100 a NA NA
NaOCI 2,5% por 10 min 63,3 ab 16,6 ¢ 20,0 ab
NaOCI 2,5% por 20 min 60,0 ab 36,6 ab 33,3b
NaOCI 2,5% por 30 min 43,3 c 56,6 a 0,5¢c
HgCl, 0,1% por 5 min 83,3b 6,6 a 6,6 ab
HgCl, a 0,1% por 10 min 83,3b 16,6 c 0,8c
HgCl, a 0,1% por 15 min 26,6 c 63,3 b 10,0 ab
HgCl, a 0,1% por 20 min 46,6 c 60,0 b 0,1c
HgCl, a 0,1% por 30 min 40,0 c 60,0 b 0,1c
Média Geral 60,7 39,5 8,9
CV (%) 13 15 14

Nota: Letras diferentes comparadas na vertical indicam diferencas estatisticas significativas pelo teste de SNK (ao nivel de 5% de significancia). NA= nio avaliado.
Note: Different letter compared upright differentiate indicate statistically significant by SNK test (the level of significance of 5%). NA = Not rated.
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As espécies arboreas apresentam dificuldade
para o estabelecimento in vitro devido a grande
diversidade de microrganismo contaminantes,
principalmente se for utilizado material vegetal
de individuos adultos (COUTO et al., 2004).
Os agentes desinfestantes comumente utili-
zados na cultura de tecidos para a assepsia de
segmentos nodais e gemas apicais incluem o
etanol, hipoclorito de calcio, hipoclorito de s6-
dio e cloreto de mercario (HARTMANN et al.,
1990; VASSIL e THORPE, 1994).

Para genotipos de T. grandis na Amazonia
Sul-Ocidental (Acre) as médias gerais obtidas
demonstram elevados percentuais de conta-
minacao (60,7%) e reduzidas percentagens
de sobrevivéncia de segmentos nodais apicais
(8,9%) in vitro, indicando dificuldades nessa
etapa da propagacao in vitro.

A maior percentagem de contaminacao das
sementes por fungos e/ou bactérias foi verificada
no tratamento T1 (2,5 % de hipoclorito de s6-
dio por 10 minutos) com média de 70 % (Tabela
2), e as menores porcentagens de contaminacao
nas sementes foram verificadas nos demais trata-
mentos com hipoclorito de sédio (T2, T3 e T4).
Entretanto, o tratamento mais adequado para a
assepsia de sementes de teca é a exposicdo em
hipoclorito de sédio a 2,5% por 40 minutos.

Tabela 2. Tratamentos de desinfestagdo de sementes
de Tectona grandis L.f. apdés 15 dias de
inoculagdo.

Table 2. Disinfection treatments of seeds from Tectona
grandis Lf after 15 days of inoculation.

Tratamentos Contaminagao (%)
Controle 100 a
NaOCl a 2,5% por 10 min 70,0b
NaOCl a 2,5% por 20 min 10,0 c
NaOCl a 2,5% por 30 min 13,3¢c
NaOCl a 2,5% por 40 min 6,6 c

Média Geral 39,9

CV (%) 14,3

Nota: Letras diferentes comparadas na vertical indicam diferencas
estatisticamente significativas pelo teste de SNK (ao nivel de 5% de
significancia).

Note: Different letter compared upright differentiate indicate statis-
tically significant by SNK test (the level of significance of 5%). NA =
Not rated.

Diversos estudos apontam diferencgas signi-
ficativas entre os tratamentos empregados na
assepsia de sementes. Em estudos com desin-
festacdo de sementes de mogno (Swietenia ma-
crophylla), Couto et al. (2004) observaram 89 %
de contaminagao quando as sementes nao eram
submetidas ao tratamento com substancias de-
sinfetantes. Em outro estudo com a mesma es-
pécie, Venketeswaran et al. (1987) conseguiram
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a desinfestacao das sementes usando hipoclo-
rito de sédio a 10% por 10 minutos, demons-
trando a importancia desse agente na assepsia
de sementes. Outros pesquisadores desinfes-
taram as sementes do mogno com etanol 70%
(3 segundos), seguido de hipoclorito de sédio
comercial na concentragdo de 5,5% por 20 mi-
nutos (VALVERDE-CERDAS et al., 1998). Com
Cedrela fissilis foram utilizadas sementes desin-
festadas com hipoclorito de s6dio a 2,5% por 75
minutos para a obtencao de explantes assépticos
(NUNES et al., 2002). Na propagacao in vitro do
Eucalyptus sideroxylon, sementes foram desinfes-
tadas com hipoclorito de s6dio a 2,5% e por 20
minutos (CHENG et al., 1992). Os resultados
de T. grandis indicam facilidade e viabilidade da
técnica de micropropagag¢ao com a utilizagao de
hipoclorito de s6dio nas concentracbes comer-
ciais para a assepsia de sementes.

Os diferentes métodos empregados para o
estabelecimento in vitro em diferentes estudos
demonstram a influéncia dos diferentes bio-
mas brasileiros no que se refere a composi-
¢ao microbiolodgica associada as plantas, bem
como, as particularidades morfolégicas das
sementes (rugosidade) e gemas (tricomas),
abrigando os microrganismos.

A germinacao de T. grandis comegou apos 5
dias de inoculacgao in vitro das sementes, e apos
15 dias, altos percentuais de germinac¢ao foram
alcancados (mdaximo de 83,3%). Em estudos
com germinacgao in vitro de Amburana acreana
(cerejeira), uma espécie arborea da Amazodnia
Sul-Ocidental, Fermino-Junior. et al. (2007),
registraram a germinacao in vitro apoés oito dias
de inoculagdo, apresentando 78% de germina-
¢do apos 30 dias. Resultados semelhantes foram
obtidos por Lopes (2000) e Lemos et al. (1998)
que observaram em seus trabalhos rapida germi-
nacao das sementes de mogno (Swietenia macro-
phylla King), em um periodo de seis a dez dias.

As maiores porcentagens de germinagao das
sementes in vitro ocorreram na presenca de luz
no meio MS e WPM (Tabela 3). Estes percentuais
de germinacao sugerem alto poder germinativo
in vitro de T. grandis, quando comparada com a
germinacao dessa espécie em campo (20-25%)
na India ((MONTEUUIS e MAITRE, 2007) e com
outras espécies florestais, como é o caso do Pau
rosa (Aniba roseodora Ducke) e da Sucupira bran-
ca (Pterodon pubescens Benth), que ndo apresen-
tam boa germinagao in vitro ou necessitam de
periodo mais longo para germinar (COELHO,
1999; FRANCA et al., 1997), respectivamente.
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Tabela 3. Germinagdo in vitro de Tectona grandis L.f.
em diferentes meios de cultura na presenca
de luz e no escuro apéds 15 dias.
In vitro germination of Tectona grandis L.f.
in different culture media in the presence of
light and the dark after 15 days.

Table 3.

Meios Germinagao (%)

MS 83,3 a

Luz MS/2 40,0 bc

WPM 60,0 ab

WPM/2 43,3 bc

MS 26,6 bc

Escuro MS/2 10,0c
WPM 6,6 c

WPM/2 23,3 bc
Média geral 36,6
CV (%) 15,4

Nota: Letras diferentes comparadas na vertical indicam diferencas
estatisticamente significativas pelo teste de SNK (ao nivel de 5% de
significancia).

Note: Different letter compared upright differentiate indicate statis-
tically significant by SNK test (the level of significance of 5%). NA =
Not rated.

Boas taxas de germinacio também foram
obtidas por Cordeiro et al. (2002) na germina-
¢do de sementes de Paricd (Schizolobium ama-
zonicum Huber), na qual obtiveram 94% de
germinacao aos 15 dias de cultivo in vitro. Os
resultados obtidos nesse estudo com T. grandis
com a maior eficiéncia nos tratamentos com luz
concordam com as conclusdes de Passos et al.
(2006), os quais demonstram que teca é uma
espécie heliofita, relatando elevada mortalidade
de plantas jovens em situa¢des de alta densida-
de no plantio, ou seja, com sombreamento.

O processo de germinagao é um mecanismo
natural que depende da viabilidade das semen-
tes e das condi¢des ambientais favoraveis (BEW-
LEY e BLACK, 1984). Além da temperatura, os
substratos utilizados nos testes de germinacao
interferem no resultado final, atuando direta-
mente na aeracao, estrutura e capacidade de re-
tencdo de dgua (POPINIGIS, 1985). O excesso
de dgua pode acarretar aceleragao da deteriora-
¢ao, enquanto a falta de dgua pode interromper
processos metabdlicos importantes (MELLO
e BARBEDO, 2007). Durante o cultivo in vitro,
as solugdes de sais e agticares que compdem 0s
meios de cultura nao exercem efeito puramente
nutritivo, mas também influenciam o crescimen-
to celular e a morfogénese por meio de proprie-
dades osmoéticas (GEORGE, 1993). Em T. grandis,
a utilizacao dos meios plenos de MS e WPM na
presenca de luz conferem condi¢des osmaticas
mais adequadas a germinagao in vitro.

Nos experimentos de organogénese in vitro, a
combinacao de 0,5 uM de ANA + 2,2 uM BAP su-

plementada ao meio de cultura basico MS, pro-
porcionou os melhores resultados para as varia-
veis niimero de brotos, niimero de nés por broto
e altura dos brotos em gemas cultivadas obtidas a
partir de plantulas (Figura 3). Em gemas de plan-
tas adultas, os melhores resultados foram obtidos
com a adicao exdgena de 0,5 uM de ANA + 4,4
puM de BAP. Segundo Tiwari et al. (2002), a adi-
¢ao exdgena de baixas concentracoes de auxinas
e citocininas aumentam o nimero de brotos e o
seu alongamento em teca, entretanto, com 0s ex-
plantes avaliados nesse experimento, baixos nu-
meros de brotos e altura das brotacoes também
foram observadas em pequenas concentragoes de
BAP, existindo, portanto, uma concentracao hor-
monal exdgena 6tima para os maiores nimeros
de brotos e altura das brotacoes.

Os resultados obtidos com a utilizacao de
meio MS suplementado com BAP e ANA nesse
protocolo favorecem o desenvolvimento de uma
taxa pequena de multiplicacao (1,2) de brotos,
quando comparado com protocolos de Gyves
et al. (2007) com reducao da concentragao de
nitrato de amoénia no meio MS suplementado
com BAP, AIB e GA3 favorecendo a formacao de
4,0 brotos por explante, e com o protocolo de
Akram e Aftab (2008), com meio de cultura MS
suplementado com 8 uM de TDZ.

De modo geral, observa-se que altas concen-
tracoes de BAP para as variaveis analisadas sdao
consideradas de menor eficiéncia nas respostas
organogeénicas in vitro, reduzindo principalmen-
te o namero e altura dos brotos formados. Se-
gundo Grattapaglia e Machado (1998) as cito-
cininas constituem o grupo de fitorreguladores
indispensavel para a quebra da dominéncia api-
cal e inducao de proliferagao de gemas axilares,
tipo e a concentracao das mesmas sao os fatores
que mais influenciam no sucesso da multiplica-
cao in vitro. O uso de baixas concentracoes de
BAP ao meio de cultura também tem sido indi-
cado como eficiente na multiplicagdo de brotos
para espécies lenhosas como parica (Schizolo-
bium amazonicum Huber ex Ducke) (CORDEI-
RO et al., 2004), eucalipto (Eucalyptus globulus
Labill) e sucupira branca (Pterodon pubescens
(Benth.) Benth.), espécies estudadas por Ponte
(1999) e Coelho (1999).

A comparagao dos resultados entre as gemas
obtidas de plantulas e de plantas adultas indica a
existéncia de diferengas nas respostas morfogénicas
com relacao a idade dos explantes. (Tabela 4). Em
explantes mais jovens (segmentos nodais de plan-
tulas), a indugao de organogénese de brotos foi
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Tabela 4. Multiplicagdo in vitro de brotos de Tectona grandis L.f. a partir de gemas caulinares de plantas de dife-
rentes idades.

Table 4. In vitro multiplication of shoots of Tectona grandis Lf from shoot buds of plants in different stages.
Concentragao de Numero de brotos Numero de nés/broto Altura dos brotos (cm)
BAP + 0,5 M ANA  Plantulas Plantas adultas | Plantulas Plantas adultas | Plantulas Plantas adultas
0 1,12 bA 1,04 bA 2,33 bA 2,83 cA 1,62 bcA 1,78 abA
2,2uM 1,75 aA 1,20 bB 3,91 aA 4,70 aA 3,00 cA 1,00 cB
4,4 uM 1,08 bB 1,75 aA 2,62 bB 4,95 aA 1,52 bcB 2,12 aA
8,8 uM 1,04 bA 1,16 bA 2,66 bA 3,54 bA 1,77 bB 2,00 aA
17,7 uM 1,12 bA 1,20 bA 2,45 bA 1,62 dA 1,10 cA 1,50 cA
Média geral 1,22 1,27 2,79 3,52 1,8 1,68
CV (%) 8,8 9,3 9,1 9,7 9,3 8,8

Nota: Letras minUsculas diferentes comparadas na vertical e letras maitsculas diferentes comparadas na horizontal indicam diferencas estatistica-
mente significativas pelo teste de SNK (ao nivel de 5% de significancia).
Note: Small Caps different compared upright and capitalization different compared horizontally indicate statistically significant differences by SNK

test (the level of significance of 5%).

mais eficiente com menor adigao exégena de BAP,
indicando provavelmente a existéncia de menor
quantidade de receptores nas células meristemati-
cas e/ou menor concentracao endégena hormonal
das gemas de plantas adultas de Tectona grandis L.f..
A composicao do meio de cultura e os fatores am-
bientais podem resultar na intensificacio das res-
postas morfogénicas, bem como em maior niime-
ro de explantes responsivos (GEORGE, 1993). A
variagio no namero de receptores e sua distribui-
¢ao, durante o desenvolvimento, podem alterar a
sensibilidade das células aos horménios ou outros
sinais (BARENDSE e PEETERS, 1995).

CONCLUSOES

A utilizaciao de hipoclorito de s6dio a 2,5 %
por 20 minutos na assepsia de gemas apicais de
plantas adultas é mais eficiente do que o cloreto
de merctrio (0,1%) no estabelecimento in vitro
de Tectona grandis L.f. nas condi¢coes da Amazo-
nia Sul-Ocidental (Acre).

As menores porcentagens de contaminagao
em sementes sao verificadas nos tratamentos
com imersao em hipoclorito de sédio por 20,
30 e 40 minutos.

Maiores porcentagens de germinacdo das se-
mentes in vitro ocorrem na presen¢a de luz nos
meios MS e WPM na composicgao original de sais.

A combinagao de 0,5 uM de ANA + 4,4 uM de
BAP promovem nas gemas apicais de plantas adul-
tas o maior nimero de brotos, nimero de nés/bro-
to e altura dos brotos. A combinagao de 0,5 uM de
ANA + 2,2 uM de BAP promovem nos segmentos
nodais de plantulas os maiores nimeros de brotos,
nimero de nds/broto e altura dos brotos.

Gemas caulinares oriundas de individuos jo-
vens de T. grandis sao induzidas para a formagao
de brotos com menor concentracio de BAP do
que gemas de plantas adultas.
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