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RESUMO

A teca (Tectona grandis L. f.) € uma espécie arbdrea considerada uma das madeiras mais
valiosas do mundo. A micropropagacdo desse germoplasma surgiu como alternativa para a
obtencdo de mudas de alta qualidade, com caracteristicas desejaveis e em escala comercial.
Adicionalmente, pesquisas tém sido realizadas visando reduzir os custos da técnica. O presente
estudo objetivou avaliar o desenvolvimento in vitro de Tectona grandis L.f., sob a influéncia de
diferentes concentracdes de nitrato de potassio (KNO3) e de sacarose no meio de cultura. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x4, sendo cinco
concentracdes de KNOj3 (0, 50, 75, 100 e 125%) e quatro concentracdes de sacarose (12, 18, 24 e
30 g.L™), totalizando vinte tratamentos com dez repeticdes cada. Os explantes foram cultivados
em meio MS, com pH ajustado para 5,8. O meio de cultura semi-sélido foi acrescido de 7 g.L™
de &gar, e posteriormente esterilizado a 120 °C e 1,5 atm por 25 minutos. Apds a inoculacdo, o0s
explantes foram mantidos por 45 dias em sala de crescimento com temperatura de 30 +2 °C e
fotoperiodo de 16 h. Avaliaram-se as seguintes varidveis: matéria seca, comprimento da plantula
e nimero de entrends dos brotos. Para as trés variaveis testadas, apenas a auséncia de KNO; se
mostrou estatisticamente diferente das outras concentragdes, mostrando que podem ser utilizadas
menores doses desse macronutriente. Os resultados demonstraram a possibilidade de reduzir a
concentracdo de sacarose, sem comprometer o desenvolvimento da teca. Os melhores resultados
foram obtidos nas concentracdes de 12, 18 e 30 g.L™.
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EFFECT OF DIFFERENT NITROGEN AND SUCROSE CONCENTRATIONS FOR in
vitro PROPAGATION OF TECA (Tectona grandis L.f.)

ABSTRACT

Teak (Tectona grandis L.f) is considered one of the world's most valuable tree species for
timber. Micropropagation has emerged as an alternative for obtaining high quality seedlings with
desirable characteristics in a commercial basis. Studies are performed to reduce the technique
costs. This trial evaluated in vitro development of Tectona grandis, under different
concentrations of potassium nitrate (KNO3) and sucrose in the culture medium. Experimental
design was completely randomized in factorial scheme 5x4, with five concentrations of KNO3 (0,
50, 75, 100 and 125%) and four concentrations of sucrose (12, 18, 24 and 30 7 g.L™), resulting in
a total of twenty treatments with ten replicates each. The explants were kept on MS medium with
pH adjusted to 5.8. To the semi-solid culture medium were added 7 7 g.L™ agar, and then
sterilized at 120° C and 1.5 atm for 25 minutes. After inoculation, explants were kept for 45 days
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in a grow room at temperature of 30 +2° C and photoperiod of 16 h. Parameters evaluated were:
dry matter, length and number of internodes of shoots. For the three variables, only the absence
of KNO3; was statistically different from the other concentrations, showing that lower doses of
this nutrient can be applied. Results showed to be possible to reduce sucrose concentration
without compromising plant development. Best results were obtained at concentrations of 12, 18

and 30 7 g.L™.

Key words: micropropagation, nitrogen levels, concentrations of KNO3

INTRODUCAO

A teca é uma espécie florestal de
grande porte pertencente a familia
Lamiaceae (Kew, 2009), que possui
distribuicdo natural na India, Vietnd e
Tailandia, sendo também encontrada em
cultivo nos tropicos (Kok, 2009). Apresenta
um conjunto de caracteristicas que a torna
uma das madeiras mais valorizadas
mundialmente. A &rea de florestas plantadas
com teca no Brasil atingiu, em 2009, uma
estimativa de 65.240 ha, enquanto em 2008
o total foi de 58.810 ha. Tais éreas
representam crescimento de 10,9% na area
plantada deste grupo de espécies no pais,
indicando o interesse crescente por tal
género florestal, principalmente em funcéo
das expectativas de retorno financeiro em
projetos com a mesma (Suzano Papel &
Celulose, 2009).

A micropropagagdo tem  sido
utilizada como um meio rapido de
propagacdo  vegetativa, permitindo a
obtencdo de um grande numero de plantas
com caracteristicas desejaveis. O sucesso da
técnica ndo depende somente dos fatores
inerentes ao tecido vegetal (genéticos e
fisiologicos), mas também das condigdes
térmicas e luminosas em que a cultura é
mantida, e do meio de cultura apropriado,
que permite a inducdo, a multiplicacdo e o
crescimento das brotacdes adventicias. Além
disso, as exigéncias nutricionais requeridas
para 0 crescimento de um tecido em
condigdes “in vitro” variam de espécie para
espécie, de variedade para variedade e até

mesmo dentro da prépria planta, mostrando
a necessidade de otimizacdo dos meios de
cultura (Nagao et al., 1994).

O nitrogénio é o principal nutriente
inorgdnico em qualquer meio de cultura,
independente da espécie e do objetivo do
cultivo. E essencial por fazer parte de
inlmeras estruturas organicas, compondo 0s
nucleotideos que formam os &cidos
nucleicos (DNA e RNA), como também
aminoacidos, que constituem as proteinas,
estando presente ainda na prépria molécula
de clorofila (Russowski, 2001).

O potéassio (K) é um macronutriente
essencial que atua na regulacdo da turgidez
do tecido, ou seja, quanto maior a
quantidade de potéssio na célula, mais agua
sera  acumulada, criando  condicdes
favoraveis para as reacdes da fotossintese e
outros processos metabdlicos. Atua também
na abertura e fechamento de estdmatos,
ativacdo de inumeras enzimas (algumas
reacbes de fosforilagdo e sintese de
proteinas), acumulo e translocacdo de
carboidratos, na formacdo de raizes e
amadurecimento dos frutos (Malavolta,
1980; Taiz & Zeiger, 2004). Sua caréncia
pode causar clorose seguida de necrose nas
folhas mais velhas (Malavolta, 1980).

O nitrato de potassio constitui a
proporcdo mais elevada em relacdo aos
demais reagentes na formulagdo de sais do
meio MS (Murashige & Skog, 1962). O
reagente citado é utilizado na
micropropagagdo como fonte de nitrogénio e
potassio, sendo esses dois elementos
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encontrados em maiores quantidades nas
plantas.

O sistema de iluminacdo das salas de
crescimento torna insuficiente o crescimento
autotrofico dos tecidos vegetais, e assim, 0s
carboidratos sdo suplementados aos meios
nutritivos como fonte adicional de energia.
A sacarose é o carboidrato mais utilizado
nos meios nutritivos, proporcionando as
mais altas taxas de crescimento da maioria
das espécies (Caldas et al.,, 1998). Para
muitas espécies, a sacarose € empregada nos
meios de cultura em uma concentracao entre
2 e 4%. Abaixo desta faixa pode ocorrer
clorose generalizada da cultura e acima dela
podem ocorrer problemas de excessivo
potencial osmotico do meio, 0 que leva a
deterioracdo das culturas (Grattapaglia &
Machado, 1990).

Considerando o exposto, 0 presente
trabalho objetivou avaliar o desenvolvimento
in vitro de Tectona grandis L.f., sob a
influéncia de diferentes concentracdes de
nitrato de potéassio (KNO3) e de sacarose no
meio de cultura.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no
Laboratério Bioteca Ltda., situado em
Vérzea Grande, Mato Grosso, no periodo de
agosto a setembro de 2010, com o clone A ja
estabelecido, proveniente das llhas Salomao.

O delineamento experimental foi
inteiramente  casualizado em esquema
fatorial 5x4, sendo cinco concentragdes de
KNO;s (0, 50, 75, 100 e 125%) e quatro
concentragdes de sacarose (12, 18, 24 e 30
g.L™"), totalizando vinte tratamentos com dez
repeticdes cada.

Os explantes foram cultivados in
vitro, no meio de cultura MS, formulado por
Murashige e Skoog (1962), com as variacfes
nas concentragdes de nitrato de potassio e de
sacarose, e pH ajustado para 5,8. O meio de
cultura semi-sélido foi acrescido de 7g.L™
de &gar e posteriormente esterilizado a uma
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temperatura de 120 °C e 1,5 atm durante 25
minutos.

Os recipientes utilizados para
inocular os explantes foram frascos de vidro
com capacidade de 350 ml, diametro externo
de 68 mm e altura de 128 mm (modelo Nadir
Figueiredo Az-200®). Cada frasco continha
40 ml do meio de cultura MS suplementado
com as diferentes concentracBes de nitrato
de potdssio e sacarose  propostos
anteriormente.

Para realizar este experimento foram
repicados seiscentos segmentos nodais do
clone A e inoculados em 100 frascos (sendo
6 explantes por frasco). As culturas foram
mantidas na sala de crescimento em uma
prateleira sob a temperatura de 28 +2 °C e
fotoperiodo de 16 horas.

Avaliou-se as varidveis matéria seca
(mg), comprimento (cm) e numero de
entrends dos brotos. Os dados coletados
foram submetidos a testes de
homogeneidade de variancias e normalidade.
Comprovados estes parametros, os dados
foram entdo submetidos ao teste de médias.
Para a comparacdo das médias entre o0s
tratamentos utilizou-se o teste de Tukey a
5% de probabilidade. A analise estatistica foi
realizada utilizando-se o sistema ASSISTAT
7.6 Beta — versdo 2011 (Silva & Azevedo,
2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram
ndo haver interagdo significativa entre a
sacarose € 0 nitrato de potassio para
nenhumas das variaveis consideradas.
Porém, quando avaliadas separadamente,
mostraram diferenca significativa para quase
todas as variaveis, exceto para O
comprimento da plantula, na analise da
quantidade de sacarose que mostrou
resultados estatisticamente iguais. Além
disso, as caracteristicas estudadas foram
afetadas a 1% de probabilidade (Tabela 1).
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Tabela 1. Resumo das andlises de variancia para comprimento de plantulas, niamero de entrends
e matéria seca e nimero de em funcdo da concentragdo de nitrogénio e de sacarose.

QUADRADOS MEDIOS

Comprimento Numero de Peso seco
F.V. GL A ) A
das plantulas entrenos das plantulas
Nitrogénio 4 8.6268 ** 11.5695 ** 3.9444 **
Sacarose 3 1.0235 "™ 8.5435 ** 22.8158 **
NxS 12 0.7582 ™ 1.2701 "™ 0.7676 ™
Residuo 80 0.71227 0.43082 0.00002
CV (%) 14.94108 12.59002 18.35896

** Significativo a 1% de probabilidade
" Néo Significativo

Para as trés variaveis (comprimento,
namero de entrends e peso seco), apenas a
auséncia de  KNOz se  mostrou
estatisticamente  diferente  das  outras
concentracgdes (Tabela 2).

No cultivo in vitro de teca, observou-
se que pode haver desenvolvimento
utilizando menores doses de KNOas.
Maldaner et al. (2006) reduziram a
concentracdo de N para 50% daquela padréo
do meio MS, associada a uma dose de
sacarose até 459 L*, e isso favoreceu o
crescimento em altura, nimero de segmentos
nodais e brotagdes, bem como a producéo de
biomassa de ginseng brasileiro [Pffafia
glomerata (Spreng.) Pedersen]. Além disso,
Guimarées et al. (1999) observaram o maior
comprimento de brotos utilizando 25% de
nitrogénio e maior peso da matéria seca com
50%, associadas a baixas concentragdes de
sacarose.

Porém, Santos et al. (2010)
concluiram que até 120 dias de cultivo as
microplantas de  pupunheira  (Bactris
gasipaes Kunth), devem ser mantidas em
meio de cultura com concentragdes maiores

de KNO3 que as recomendadas no meio MS,
voltando para as doses recomendadas apés
esse periodo, facilitando a aclimatizacéo e o
desenvolvimento ex vitro. Essas informacdes
mostram que o cultivo in vitro deve ser
adequado para cada espécie, pois cada uma
possui necessidades diferentes relacionadas
aos nutrientes responsaveis pelo
crescimento.

Os resultados obtidos com variacdo
isolada de sacarose estdo representados na
Tabela 3.

Os dados obtidos possibilitaram
observar que o comprimento ndo apresentou
diferenca significativa entre as
concentragdes testadas, demonstrando que
concentragfes menores também podem ser
utilizadas. Moreira et al. (2007), ao avaliar
diferentes concentracbes de sacarose e
frutose no desenvolvimento de plantulas de
orquidea (Laelia purpurata Lindi var venosa
X Cattleya warneri T. Moore alba),
observaram 0 maior crescimento das
plantulas no tratamento de 20 g.L-' de
sacarose, seguido pelos tratamentos de 10 e
15 g.L-* de sacarose e frutose.
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Tabela 2. Resultados obtidos das variaveis comprimento, nimero de entrends e matéria seca para
as diferentes concentra¢des de KNO3 (%).

Cor};clslrgga(%i(; de Comprimento NeﬂnTrirr?ége Mateéria Seca
0 4.69100 b 4.35550 b 0.02295 b
50 5.74300 a 5.26350 a 0.02778 a
75 5.82700 a 5.42150 a 0.02793 a
100 6.12650 a 5.64600 a 0.02799 a
125 5.85550 a 5.38050 a 0.02767 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Tabela 3. Resultados obtidos das varidveis (comprimento, nimero de entrends e matéria seca)
para as diferentes concentracdes de sacarose (g.L™?).

Concentragéo de Comprimento Numero de Matéria Seca
sacarose (g.L™) entrenos
12 5.79200 a 5.52960 a 0.02270 b
18 5.76600 a 5.55720 a 0.02521 b
24 5.42040 a 4.93680 b 0.02592 b
30 5.61600 a 4.83000 b 0.03362 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Ambos o0s resultados ndo séo
condizentes aqueles encontrados por Ribeiro
et al. (2007), que ao testar diferentes fontes
de aclcar em diversas concentracbes no
cultivo de manjericio roxo (Ocimum
basilicum L.), constataram que as maiores
alturas das brotacOes foram obtidas na
adicdo de sacarose, nas doses de 30, 45 e 60
g.L-%. Esse comportamento mostra que as
exigéncias nutricionais variam de acordo
com a cultura.

Com relacdo ao nimero de entrends,
0s melhores resultados foram obtidos com
12 e 18 g.L™* de sacarose. Resultados obtidos
por Nicoloso et al. (2003) mostraram um
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numero de segmentos nodais
produzidos plantulas de ginseng
brasileiro [Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen], com o uso de sacarose nas doses
de 30, 45 e 60 g.L-%. Rodrigues et al. (2007)
ao testar as concentracdes de 20, 30 e 40
g.L-! de sacarose, observaram maior nimero
de entrenos produzidos na concentragdo 30
g.L-! de sacarose em plantulas de sempre
viva (Alternanthera dentata Moench).

Para a variavel matéria seca a
concentragdo de 30 g.L‘l apresentou
melhores resultados. Calvete et al. (2002)
observaram 0 aumento da matéria seca no
cultivo de morangueiro com o incremento da
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concentracdo de sacarose de 30 g.L*
utilizadas convencionalmente para 60 g.L™.
Nesse caso, 0 maior conteudo de sacarose no
meio de cultivo correspondeu a uma maior
concentracdo de carboidratos no tecido
foliar. Com isso, as folhas tiveram
capacidade de permanecer mais tempo na
planta.

Porém, Dignart (2006) observou
muitos aspectos positivos ao cultivar
orquideas in vitro com reducdo da
concentragéo de sacarose de 30 para 15 g.L1.
Outros estudos de micropropagacdo desta
mesma familia, dentre eles, Moreira et al.
(2007), mostraram incremento de massa seca
nas concentracfes de 20 e 25 g.L™.

Apesar disso, alguns autores sédo
contrérios a idéia de reducdo da sacarose
para a micropropagacdo. Ao manter 0S
niveis de sacarose em torno de 3%, a planta
acumularia reservas de energia para
sobreviver melhor ao ambiente na fase se
aclimatizacdo (Capellades et al., 1990).
Nicoloso et al. (2003) constataram que nas
concentracbes de 30, 45 e 60 gL' de
sacarose, foram obtidos maiores valores para
massa fresca e seca da parte aérea, bem
como da massa seca das raizes de ginseng
brasileiro [Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen].

E possivel afirmar que podem ser
utilizadas tanto a concentracdo convencional
de sacarose (30 g.L™), como metade desta,
no cultivo in vitro de teca. A sacarose eleva
0 custo da micropropagacao porque aumenta
a propensdo a contaminagdo dos meios de
cultura por microrganismos (Dirgnart, 2006).
E considerando-se que a reducdo deste
carboidrato auxiliou no desenvolvimento dos
explantes observa-se que, embora o acucar
ndo seja 0 componente de maior custo na
micropropagacdo, sua reducdo pode ser
considerada  economicamente  desejavel
(Villa et al., 2006), além de fornecer
aspectos positivos a produtividade.

CONCLUSAO

A eficiéncia de concentracdes de
nitrato de potéssio (KNO3) e de sacarose
menores do que aquelas usualmente
propostas  foram  comprovadas sem
comprometer o desenvolvimento dos clones
de Teca, o que é desejavel em termos
econdmicos.
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