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RESUMO 

  

O presente estudo objetivou testar concentrações de sacarose e tipos de vedação dos 

frascos no cultivo in vitro de teca (Tectona grandis L.f.). O delineamento experimental foi 

inteiramente casualizado em esquema fatorial (2x6), sendo dois tipos de vedação (tampa com 

filtro e tampa sem filtro) e seis concentrações de sacarose (0, 6, 12, 18, 24 e 30 mg.L
-1

), 

totalizando doze tratamentos com dez repetições. Os explantes foram cultivados em meio de 

cultura MS e mantidos por 35 dias em sala de crescimento com temperatura de 30 ± 2 ºC e 

fotoperíodo de 16 h. As seguintes variáveis foram determinadas: comprimento de broto (cm), 

número de entrenós e matéria seca dos brotos (mg). Os melhores resultados foram obtidos com o 

uso da tampa com filtro. Para cada variável, a melhor concentração de sacarose foi diferente. Na 

concentração de 17 mg.L
-1

 de sacarose, os brotos apresentaram 4,1 cm de comprimento. Na 

concentração de 18 mg.L
-1

, o número de entrenós, foi de 4,6 e para a matéria seca, a melhor 

concentração foi 30 mg.L
-1

, com média de 0,0162 mg. Os melhores resultados foram obtidos com 

18 mg.L
-1

 de sacarose e a tampa plástica com filtro. 

 

Palavras-chave: Tectona grandis, micropropagação, tampa, filtro 

 

TYPES OF PACKING AND CONCENTRATION OF SUCROSE IN CULTURE in vitro 

OF Tectona grandis L.f. 

 

ABSTRACT 

 

This research was carried out to test sucrose concentrations and types of sealing bottles 

used for in vitro cultivation of teak (Tectona grandis L.f.). The experimental design was 

completely randomized in a 2 x 6 factorial, two types of seal (lid with filter and lid without filter) 

and six sucrose concentrations (0, 6, 12, 18, 24 and 30 mg.L
-1

) totaling twelve treatments with ten 

repetitions each. The explants were cultured on MS medium and kept for 35 days in a growth 

chamber with a temperature of 30 ± 2 ºC and 16 h photoperiod. The following variables were 

determined: length of shoot (cm), number of internodes and dry weight of shoots (mg). The best 

results were obtained with the use of the cover with filter. For each variable, the best sucrose 

concentration was different. At the concentration of 17 mg.L
-1

 sucrose, sprouts showed 4.1 cm in 

length. At the concentration of 18 mg.L
-1

, the number of internodes, was 4.6 and for the dry 

matter, the best concentration was 30 mg.L
-1

, with an average of 0.0162 mg. The best results 

were obtained with 18 mg.L
-1

 sucrose and the plastic cover with filter. 

 

Keywords: Tectona grandis, micropropagation, lid, filter 
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INTRODUÇÃO 
 

A teca (Tectona grandis L.f.) é uma 

espécie florestal pertencente à família 

Lamiaceae, que possui distribuição natural 

nas florestas tropicais de monção do sudeste 

asiático da Índia, Vietnã, Myanmar, Laos e 

Tailândia, sendo também encontrada em 

cultivo nos trópicos (FERNANDES et al., 

2011; KOK, 2009; PANDEY & BROWN, 

2000; SHUKLA et al., 2011). Trata-se de 

uma espécie florestal com potencial 

produtivo e boa adaptação em regiões 

tropicais, apresentando grande porte, rápido 

crescimento, produtora de madeira nobre, 

com tronco retilíneo, fácil de cultivar e 

pouco sujeita às pragas e doenças (BAILEY 

& HARJANTO, 2005; CONCEIÇÃO et al., 

2012; DIÉ et al., 2012; FAVALESSA et al., 

2012; KHANDURI et al., 2008; MACEDO 

et al., 2005; SHUKLA et al., 2011). 

A propagação clonal de teca surgiu 

como uma estratégia que apresentou ganhos 

consideráveis na obtenção de mudas e 

homogeneidade dos plantios, principalmente 

ao considerar a maximização da produção 

em virtude da manutenção das características 

selecionadas, o que reduz a variabilidade 

genética comparada às árvores produzidas a 

partir de sementes (HARTMANN et al., 

2011; HUSEN & PAL, 2006; HUSEN & 

PAL, 2007; SINGH et al., 2006). 

Dentre as técnicas de clonagem, a 

micropropagação destaca-se por 

proporcionar avanços biotecnológicos 

consideráveis no setor produtivo florestal, 

principalmente em relação à fidelidade 

genética (NEHRA et al., 2005; THORPE, 

2007), sendo desenvolvidos protocolos para 

o cultivo in vitro de Tectona grandis 

(AKRAM & AFTAB, 2009; 

GANGOPADHYAY et al., 2003; GYVES et 

al., 2007; KOZGAR & SHAHZAD, 2012; 

MUHAMMAD & FAHEEM, 2012; SHIRIN 

et al., 2005). Apesar dos elevados custos, a 

técnica de micropropagação apresenta 

excelentes aplicações no melhoramento 

florestal, justificando o uso para espécies 

com retorno econômico adequado (DUTRA 

et al., 2009). 

Contudo, plantas cultivadas in vitro 

não possuem controle adequado de 

concentrações de CO2 e O2, resultando em 

teores insuficientes de clorofila para realizar 

a fotossíntese de modo a sustentar seu 

crescimento (GEORGE et al., 2008). Devido 

a essa baixa capacidade fotossintética, as 

plantas cultivadas in vitro apresentam caráter 

heterotrófico, pois as fontes de carbono, 

nutrientes e energia encontram-se 

disponíveis no meio de cultura 

(BRONDANI et al., 2012; DUTRA et al., 

2009; GREENWAY et al., 2012; 

HARTMANN et al., 2011). 

A sacarose é o carboidrato mais 

utilizado para a composição do meio de 

cultura na micropropagação, pois possui 

elevada solubilidade e rápida metabolização 

pela maioria dos vegetais (GEORGE et al., 

2008; GIRI et al., 2004; MERKLEB & 

NAIRN, 2005; YASEEN et al., 2013). A 

síntese de sacarose ocorre em vários órgãos 

e tecidos, sendo a principal fonte de carbono 

utilizada na maior parte dos processos 

biossintéticos da planta, tais como na 

glicólise e no ciclo de Krebs (TAIZ & 

ZEIGER, 2004). 

Outro ponto a ser considerado refere-

se ao ambiente atmosférico em condições in 

vitro no qual as culturas são cultivadas por 

longos períodos. O microambiente no 

interior dos frascos é um importante fator a 

ser considerado no cultivo in vitro, pois pode 

interferir nas respostas morfofisiológicas das 

plantas (GEORGE et al., 2008). 

Os fatores determinantes para a 

qualidade do micro-ambiente são os tipos de 

frasco, os tipos de tampas para a vedação e o 

volume de meio de cultura. Tampas que 

vedam totalmente o frasco facilitam a 

prevenção de contaminações, porém não 

permitem trocas gasosas adequadas 

prejudicando o desenvolvimento da planta 

(MAJADA et al., 1997; ROSSETTO et al., 
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1992), principalmente devido a saturação 

com gases que induzem a senescência e/ou 

vitrificação, como o etileno e CO2 

(KĘPCZYŃSKI et al., 2006; KEVERS et 

al., 2004; KUMAR et al., 1996; OGURA-

TSUJITA & OKUBO, 2006; WOJTANIA & 

WEGRZYNOWICZ-LESIAK et al., 2012). 

Algumas alternativas como perfurar as 

tampas e preencher o espaço com algodão ou 

utilizar filtros com microporos para vedar os 

frascos podem facilitar a troca de gases 

favorecendo o crescimento e 

desenvolvimento das plântulas in vitro sem 

que ocorra a contaminação por 

microorganismos. Novas alternativas que 

visem melhorar a qualidade das mudas 

produzidas e a redução dos custos são 

desejáveis, sendo importante o 

desenvolvimento de pesquisas com o 

objetivo de otimizar a produção de espécies 

florestais de importância comercial e que 

podem ser produzidas em escala industrial, 

como é o caso da cultura da teca. 

Baseado no exposto, a presente 

pesquisa objetivou testar concentrações de 

sacarose e tipos de vedação dos frascos no 

cultivo in vitro de Tectona grandis. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi realizado no 

Laboratório Bioteca Ltda., situado no 

município de Várzea Grande, no estado do 

Mato Grosso, no período de maio a junho de 

2012. Para realizar este estudo foi utilizado o 

clone de teca (Tectona grandis L.f.) 

estabelecido in vitro, denominado como 

clone A (oriundo da Malásia e subcultivado 

in vitro por 5 anos). Os explantes foram 

constituídos de segmento nodais e 

padronizados com 1 cm de comprimento e 

contendo um par de gemas axilares sem as 

folhas. 

Os explantes do clone A foram 

cultivados no meio de cultura MS, 

formulado por Murashige & Skoog (1962) 

testando seis concentrações diferentes de 

sacarose (0, 6, 12, 18, 24 e 30 mg.L
-1

), e pH 

ajustado para 5,8 previamente a 

autoclavagem do meio de cultura.  

Dois tipos de vedação foram 

utilizados, (i) uma tampa plástica comum 

(totalmente vedada) e (ii) uma tampa plástica 

com uma pequena abertura. A tampa plástica 

com uma pequena abertura foi caracterizada 

por um espaço cilíndrico central com cerca 

de 1,0 cm de diâmetro e 2,0 cm de altura 

com uma pequena perfuração interna coberta 

com filtro millipore, preenchida com 

algodão e pressionadas com uma rolha de 

borracha (marca Samavidros
®
, modelo 

Biosama). 

O meio de cultura semi-sólido foi 

acrescido de 7 g.L
-1

 de ágar e posteriormente 

esterilizado a uma temperatura de 120 °C 

(≈1,5 kgf cm
-2

) durante 25 minutos. Os 

recipientes utilizados para inocular os 

explantes foram frascos de vidro com 

capacidade de 350 mL, diâmetro externo de 

68 mm e altura de 128 mm (modelo NADIR 

FIGUEIREDO AZ-200
®

). Em cada frasco 

foi adicionado 40 mL do meio de cultura 

suplementado com as diferentes 

concentrações de sacarose propostas 

anteriormente. 

Em sala de crescimento, as culturas 

foram mantidas em uma prateleira sob 

temperatura de 30 ± 2°C e fotoperíodo de 16 

horas. A intensidade luminosa (40 µmol m
-2

 

s
-1

) foi proporcionada por duas lâmpadas 

fluorescentes, fixadas a uma distância de 31 

cm acima da prateleira. 

A matéria seca por plântula (mg), 

comprimento de broto (cm) e número de 

entrenós foram avaliados após 35 dias do 

início dos cultivos in vitro. 

O delineamento experimental foi 

inteiramente casualizado, em esquema 

fatorial (2x6), sendo testados dois tipos de 

vedação dos recipientes e seis concentrações 

de sacarose, totalizando doze tratamentos 

com dez repetições. Para realizar este 

experimento foram repicados 1.440 

segmentos nodais do clone A e inoculados 
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em 120 frascos (sendo 12 explantes por 

frasco), distribuídos entre os tratamentos. 

Os dados coletados foram 

submetidos aos testes de normalidade 

(Lilliefors, P<0,05) e homogeneidade 

(Hartley, P<0,05) e posteriormente à análise 

de variância (P<0,05 e P<0,01). De acordo 

com a significância as médias das 

características amostradas foram submetidas 

à análise de regressão polinomial (P<0,05). 

Para a análise estatística utilizou-se o 

programa computacional Sistema para 

Análise de Variância - SISVAR 

(FERREIRA, 2000). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados demonstraram que 

houve interação significativa entre os fatores 

tipos de vedação e concentrações de sacarose 

apenas para o comprimento de brotos (cm) e 

número de entrenós (Tabela 1). 

Os comprimentos estimados dos 

brotos não apresentaram resultados 

satisfatórios, com um coeficiente de 

determinação (R
2
) moderado 

(aproximadamente 0,5), resposta encontrada 

provavelmente devido a elevada dispersão 

dos valores médios (Figura 1). 

O maior comprimento dos brotos foi 

observado no tratamento com tampa de filtro 

e 17 mg.L
-1

 de sacarose, o que correspondeu 

a estimativa de 4,1 cm de comprimento. Para 

a tampa sem filtro resultou em 3,8 cm de 

comprimento de broto na concentração de 19 

mg.L
-1

 de sacarose. De modo geral, os 

maiores valores de comprimento de broto 

foram obtidos com a tampa contendo filtro 

até cerca de 24 mg.L
-1

 de sacarose. 

Com relação a estes resultados pode-

se justificar que o filtro proporcionou maior 

aeração, permitindo trocas gasosas entre o 

interior dos frascos e o ambiente externo 

(GEORGE et al., 2008; RIBEIRO et al., 

2007). Estas respostas podem ser 

relacionadas à melhoria nas taxas de 

transpiração das folhas, além da redução no 

acúmulo de etileno, que pode ser prejudicial 

à multiplicação in vitro (KEPCZYNSKI et 

al., 2006; KEVERS et al., 2004; OGURA-

TSUJITA & OKUBO, 2006).  

 

 

Tabela 1. Resumo da análise de variância para comprimento dos brotos (CB), número de 

entrenós (NE) e peso da matéria seca (PMS), de brotos de Tectona grandis em 

relação ao tipo de vedação e das concentrações de sacarose, aos 35 dias. 
 

Causas da 

Variação 

Graus de 

Liberdade 

Quadrados Médios 

CB 

(cm) 

NE 

(explante
-1

) 

PMS 

(mg explante
-1

) 

Vedação 1 5,2903* 24,5218** 6,2867* 

Sacarose 5 66,4001** 92,7409** 49,9629** 

V x S 5 1,09619** 3,2872** 1,4610
ns

 

Resíduo 108 0,32971 -0,27017 8,08532 

Média - 3,0 3,4 10,6 

CV (%) - 18,9 14,8 26,7 

** Valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro pelo teste F. *Valor significativo ao nível de 5% de probabilidade 

de erro pelo teste F. ns Valor não significativo ao nível de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. ns Não Significativo. V= tipo 

de vedação e S = concentrações de sacarose. 
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Figura 1. Comprimento dos brotos de Tectona grandis em relação ao tipo de vedação da tampa e 

das concentrações de sacarose, aos 35 dias. 
 

O etileno é um hormônio vegetal 

que se apresenta em estado gasoso 

(DAVIES, 2004) e está ligado ao fenômeno 

de senescência celular (HARTMANN et al., 

2011). Dessa forma, o cultivo in vitro onde a 

cultura de interesse permanece em ambiente 

hermeticamente fechado, não é considerada 

uma prática adequada e recomendada 

(MAJADA et al., 1997; ROSSETTO et al., 

1992), repercutindo em efeitos negativos ao 

crescimento e desenvolvimento. 

Em um estudo com tomilho 

(Thymus vulgaris), Bandeira et al. (2007) 

verificaram a maior média para altura das 

plantas com 30 mg.L
-1

 de sacarose em 

frascos vedados com algodão, sendo que as 

concentrações mais elevadas de sacarose 

para o mesmo sistema de vedação resultaram 

déficit do crescimento da parte aérea. 

Conforme George et al. (2008), o tipo de 

vedação utilizada tem grande influência no 

desenvolvimento da cultura, pois pode 

determinar o nível de trocas gasosas entre o 

interior do frasco e o ambiente externo, 

influenciando a taxa fotossintética. 

Para o número de entrenós houve 

interação significativa entre as tampas (sem 

filtro e com filtro) com as concentrações de 

sacarose. Neste caso, os resultados foram 

satisfatórios com valores para os coeficientes 

de determinação R
2
 relativamente elevados 

(aproximadamente 0,7), denotando adequado 

ajuste do modelo matemático para estimar os 

pontos médios, com valores médios mais 

concentrados ao longo da curva de regressão 

(Figura 2). 

Com relação ao número de entrenós 

dos brotos, o melhor resultado foi obtido 

com uso da tampa com filtro e 18 mg.L
-1

 de 

sacarose, com média de 4,6 entrenós (Figura 

2). Na tampa sem filtro o melhor resultado 

foi para 21 mg.L
-1

 de sacarose, com cerca de 

4,1 entrenós (Figura 2). 

Após a concentração de 24 mg.L
-1

 

para ambas as tampas observou-se redução 

dos valores analisados para a variável 

número de entrenós. O acúmulo de gases, 

tais como o etileno, é promovido pela 

vedação utilizada nos recipientes, que não 

permitem trocas gasosas com o meio externo 

(KUMAR et al., 1996; NEPOMUCENO et 

al., 2009; WOJTANIA & 

WĘGRZYNOWICZ-LESIAK et al., 2012). 

Em termos fisiológicos, o etileno provoca 

redução do alongamento celular (DAVIES, 

2004), ocorrendo um acréscimo no número 
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médio de gemas e de folhas e, dessa forma, o 

aumento do número de entrenós. O número 

de entrenós por plântula é considerado um 

importante parâmetro de crescimento 

(GEORGE et al., 2008; HARTMANN et al., 

2011), que se reflete na taxa de 

multiplicação de gemas, que constitui um 

fator significativo para produção de mudas 

em larga escala. 

As estimativas para a matéria seca 

dos brotos apresentaram coeficiente de 

determinação (R
2
) satisfatório 

(aproximadamente 0,6), denotando adequado 

ajuste do modelo matemático para estimar os 

pontos médios (Figura 3). 
 

 

Figura 2. Número de entrenós dos brotos de Tectona grandis em relação ao tipo de vedação da 

tampa e das concentrações de sacarose, aos 35 dias. 

 

 

Figura 3. Matéria seca dos brotos de Tectona grandis em relação ao tipo de vedação da tampa e 

das concentrações de sacarose, aos 35 dias. 
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Para as duas tampas observou-se 

que o melhor resultado para a variável 

matéria seca foi obtido na concentração de 

30 mg.L
-1

de sacarose. Quando foi utlizada a 

tampa com filtro, o valor obtido foi de 

0,0162 mg e ao utilizar a tampa sem filtro, o 

valor para esta variável foi de 0,0148 mg de 

matéria seca. Calvete et al. (2002) 

observaram o aumento da matéria seca no 

cultivo de morangueiro (Fragaria x 

ananassa Duch.) com o incremento da 

concentração de sacarose de 30 g.L
-1 

utilizada convencionalmente para 60 g.L
-1

. 

Nesse caso, o maior conteúdo de sacarose no 

meio de cultivo correspondeu a um aumento 

do teor de carboidratos nos tecidos foliares. 

Segundo os autores, esse fato pode ter 

influenciado a redução da abscisão foliar das 

plântulas de morangueiro favorecendo o 

vigor vegetativo. 

As exigências nutricionais 

requeridas para o crescimento e 

desenvolvimento dos tecidos cultivados in 

vitro variam de espécie para espécie, dentre 

as variedades e até mesmo dentro da própria 

planta (GREENWAY et al., 2012), 

mostrando a necessidade de se otimizar os 

meios de cultura para cada caso específico 

(GUIMARÃES et al., 1999; NAGAO et al., 

1994). Os tratamentos com a ausência de 

sacarose para as três variáveis analisadas 

(comprimento de broto, número de entrenós, 

e matéria seca dos brotos) apresentaram 

crescimento e desenvolvimento inferiores 

das plântulas em comparação aos demais 

tratamentos. Esse resultado pode estar 

associado à dependência gerada pela 

condição mixotrófica na qual a cultura está 

adaptada (GROUT, 1998). 

Rodrigues et al. (2006) verificaram 

que a ausência de sacarose na 

micropropagação de macieira (Malus 

domestica Borkh.) ocasionou aumento de 

mortalidade ou desenvolvimento anormal 

dos brotos (atrofiamento). É importante 

salientar que em culturas adaptadas a altas 

concentrações de sacarose deve-se realizar 

uma redução gradativa ao longo de 

sucessivos subcultivos, aliada ao 

fornecimento de carbono atmosférico por 

meio de adaptações na vedação dos frascos e 

melhoria nas condições de luminosidade 

para a efetiva realização de fotossíntese 

(GEORGE et al., 2008; KANECHI & 

OCHI, 1998; RIBEIRO et al., 2007). Esse 

comportamento pode ser atribuído à inibição 

de algum mecanismo enzimático envolvido 

na assimilação de carboidratos ou do aparato 

fotossintético ineficiente, característico do 

hábito heterotrófico das plântulas 

micropropagadas (INOUE et al., 1998; 

MERKLE & NAIRN, 2005; YASEEN et al., 

2013). 

 

CONCLUSÕES 

 

O melhor resultado para o cultivo in 

vitro de Tectona grandis foi verificado na 

concentração de 18 mg.L
-1

 de sacarose e 

com o uso da tampa plástica contendo filtro. 
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