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RESUMO 

 

Desenvolvimento de metodologias biotecnológicas para micropropagação, regeneração e 

transformação genética de teca (Tectona grandis L. f) visando resistência a Hyblaea puera 

  

      A transformação genética possibilita a introdução de genes de interesse nos genomas, 

podendo assim ser empregada na tentativa de melhorar características agronômicas e florestais. 

No entanto, para a obtenção de plantas transgênicas são necessários protocolos eficientes de 

regeneração de plantas in vitro. Em teca, dados sobre cultura de tecidos são escassos, havendo a 

necessidade de determinar condições ótimas para a mesma. Com isso, o trabalho teve por 

objetivos estudar a organogênese in vitro de teca visando desenvolver um método de regeneração 

eficiente, avaliar condições para o processo de transformação e testar a susceptibilidade da 

lagarta Hyblaea puera a toxinas produzidas pelo Bacillus thuringiensis. Foram avaliadas a 

influência de TDZ e BAP na indução da competência organogenética em hipocótilos, nó 

cotiledonar e cotilédones de teca. Os biorreguladores AIB, BAP, NAA e GA3 foram utilizados na 

regeneração de segmentos de hipocótilo, nó cotiledonar, raiz, epicótilo e cotilédone. Antibióticos 

supressores de Agrobacterium tumefaciens e a higromicina (seleção de células transgênicas), 

foram também avaliados. Finalmente, testes com o inseticida biológico Dipel
TM

 e esporos de B. 

thuringiensis crescidos em laboratório foram realizados com as lagartas de Hyblaea puera. Na 

aquisição de competência organogenética o TDZ proporcionou um aumento de 46% na 

regeneração e o BAP 26% quando comparados ao controle. Para a organogênese in vitro foi 

avaliado um máximo de 70% de regeneração em nó cotiledonares em meio MS adicionado de 1 

mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1 

de GA3. Entretanto, em outras concentrações dos meios de 

regeneração hipocótilos, raiz, cotilédones e epicótilos tiveram máximas frequências de 

regeneração em torno de 60%, 60%, 30% e 10%, respectivamente. Os antibióticos supressores da 

Agrobacterium tumefaciens tiveram efeitos diferentes para cada explante. Timentin e cefotaxima 

na concentração de 300 mg.L
-1

 aumentaram o número de brotos em hipocótilos e nó cotiledonar 

em 1,6 e 2,0 vezes, respectivamente. Em cotilédone esses antibióticos tiveram efeitos negativos 

no número de brotos. Carbenicilina em todas as doses influenciou negativamente a regeneração 

em todos os explantes utilizados. A higromicina a 2,5 mg.L
-1

 inibe em 100% a regeneração de 

cotilédones, nó cotiledonar e hipocótilo. Os ínstares mais novos de H. puera são susceptíveis 

tanto ao produto comercial Dipel
TM

 quanto aos esporos crescidos em laboratório, apresentando 

100% de mortalidade a concentrações de 2x10
5
 UFC após 24 horas de ingestão. Mostrando assim 

seu potencial na transgenia visando à expressão de genes de Bt para a resistência a insetos. Os 

resultados apresentados nesse trabalho contribuem para o ganho de informação sobre os fatores 

que influenciam a organogênese desta espécie, bem como, definir parâmetros que possam ser 

utilizados em experimentos futuros visando à transformação genética da espécie. 

 

Palavras-chave - Biorreguladores; Organogênese; Cultura de tecidos de árvores; Controle 

biológico; Timentim; Cefotaxima 
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ABSTRACT 

 

Development of biotechnological methods for micropropagation, regeneration and genetic 

transformation of teak (Tectona grandis L. f) to resistance for Hyblaea puera 

 

      Genetic transformation allows the introduction of genes in host genomes and can therefore be 

used to improve forestry and agronomic traits like insect resistence. However, efficient plant 

regeneration protocols are necessary to obtain transgenic plants. Thus far, information about in 

vitro teak (Tectona grandis L. f) organogenesis is scarce. Therefore, the aims of this study were: 

develop an efficient protocol for in vitro organogenesis of teak, assess conditions for its genetic 

transformation and test the susceptibility of the caterpillar Hyblaea puera to toxins produced by 

Bacillus thuringiensis. We evaluated the influence of TDZ and BAP on the induction of 

organogenic competence in hypocotyl, cotyledonary nodes and cotyledons. Growth regulators 

IBA, BAP, NAA and GA3 were used in the regeneration of the hypocotyl, cotyledonary node, 

root, epicotyl and cotyledon. Antibiotics for suppression of Agrobacterium tumefacien (timentin, 

cefotaxime and carbenicillin) and for selection of transgenic cells (hygromycin) were also 

evaluated. Finally, tests with the biological insecticide DipelTM and spores of B. thuringiensis 

grown in laboratory were performed with the caterpillar of Hyblaea puera. TDZ increases 46% 

the regeneration frequency and BAP 26% when compared to controls. Cotyledonary nodes 

showed the best regeneration frequency (70%) growing on MS medium added of 1 mg.L
-1

 BAP + 

0.5 mg.L
-1

 GA3. Hypocotyls, roots, cotyledons and epicotyls presented variable frequency of 

regeneration (60%, 60%, 30%, and 10% respectively) growing on distinct concentrations of 

grown regulators. We tested three antibiotics (timentin, cefotaxime, and carbenicillin) to suppress 

A. tumefaciens in vitro growth and they presented different effects on the organogenesis of each 

explants used in this study. Timentin and cefotaxime at concentration of 300 mg.L
-1

 increased the 

number of buds on hypocotyls and cotyledonary nodes. Conversely, these antibiotics had 

negative effects on the number of shoots of cotyledonary explants. Carbenicillin at all doses 

presented a negative influence on regeneration of all explants. Hygromycin at concentration of 

2.5 mg.L
-1

 inhibits 100% of regeneration of cotyledons, cotyledonary nodes, and hypocotyls. The 

young instars of H. puera are susceptible to likely both commercial product DipelTM and spores 

grown in the laboratory, presented 100% mortality at concentrations of 2x10
5
 CFU after 24 hours 

of ingestion. These findings suggest its potential to be used in teak transgenic approaches for 

insect resistance. Our results contribute to information about factors that influence the 

organogenesis of this specie, as well as define parameters that can be used in future experiments 

aimed at the genetic transformation of the specie. 

 

Keywords- Grow regulators; Organogenesis; Tree tissue culture; Biological control of insect; 

Timentin; Cefotaxime 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Tectona grandis Linn. f., popularmente conhecida como teca pertence a família Lamiacea 

e ocorre naturalmente na Índia, Myanmar, Tailândia e Laos. Esta espécie apresenta um alto valor 

madeireiro, sendo considerada uma das mais valiosas do mundo (MASCARENHAS et al., 1987; 

OLIVEIRA et al., 2007; TECA, 2007). Atualmente, a tora de desbaste com diâmetro variando de 

15 a 20 centímetros chega a ser comercializada a valores entre US$ 700 e US$1200/m
3
 e é 

considerada uma das cinco espécies tropicais arbóreas mais plantadas no mundo (DAH e BAW, 

2001; BHAT e MA, 2004). 

Com a devastação das florestas naturais, aliadas à crescente demanda de madeira nos 

mercados nacional e internacional, para energia, celulose, serraria e usos nobres, esforços tem 

sido empreendidos para que florestas de uso múltiplo sejam estabelecidas, e que estas além de 

atender os mercados consumidores também evitem que os ecossistemas nativos sejam explorados 

(GRATTAPAGLIA, 2007; PIJUT et al., 2007; ANDRADE et al., 2003; ROCHA e TRUGILHO, 

2006).  

A introdução de espécies florestais exóticas no Brasil trouxe grandes benefícios para o 

desenvolvimento social e econômico do país, principalmente em áreas onde as características 

edafo-climáticas eram desfavoráveis à agricultura (SAMPAIO et al., 2000; FURLAN et al., 

2007). Atualmente diversas espécies arbóreas exóticas, como o eucaliptos, pinus e a teca estão 

sendo plantadas no Brasil, entretanto a teca vem se destacando como uma das mais promissoras 

espécies para plantios nas regiões sudeste e centro-oeste do país (ABRAF, 2009).  

A teca é uma espécie com produtividade relativamente alta quando comparada a outras 

madeiras de lento crescimento, como o mogno (Swetenia macrophylla G. King) e cerejeira 

(Torresia acreana Ducke). Entretanto, a espécie tem enfrentado o ataque da lagarta Hyblaea 

puera Cramer, a qual consome as folhas da espécie diminuindo a maior parte da área 

fotossintetizante e conseqüentemente causando perdas de até 44% nos plantios comerciais 

(NAIR, 1985; PERES FILHO et al., 2002). 

 O melhoramento genético de espécies florestais tem como principais objetivos o aumento 

da produtividade, a obtenção de matéria prima de maior qualidade, a melhoria nas condições 

adaptativas das espécies, a tolerância a pragas e doenças e ainda a manutenção da variabilidade 

genética, requisito fundamental para a obtenção de ganhos genéticos (MORI, 1993). Contudo, 
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clones de teca com características de resistência a H. puera são raros (RAWAT et al. 1998), 

apresentando dessa forma baixa variabilidade da espécie para o início de programas de 

melhoramento de resistência a esse inseto. As características desejadas, como resistência a 

pragas, inevitavelmente devem estar presentes nas populações base da espécie, para com isso, 

impulsionar programas de melhoramento visando à obtenção de ganhos genéticos para as 

progênies.  

 A vantagem de se trabalhar com engenharia genética como ferramenta no melhoramento é 

a obtenção de uma planta com a característica almejada, além da conservação da variabilidade 

genética já adquirida pelo melhoramento convencional. Isso é ainda mais complicado quando se 

trabalha com espécies florestais, que apresentam lento crescimento e demorados testes de 

progênies (POUPIN e ARCE-JOHNSON, 2005; GIRI et al., 2004). Entretanto, para os processos 

de transformação genética, protocolos de regeneração de plantas in vitro devem ser eficientes e 

repetitivos, o que ainda não ocorre com a teca. 

 A utilização de novas tecnologias associadas ao melhoramento genético clássico tais 

como, micropropagação (organogênese direta) e engenharia genética, permitem estudar e obter 

plantas melhoradas com mais rapidez, porém, essas tecnologias necessitam de protocolos bem 

estabelecidos de regeneração de plantas in vitro (GIRI et al., 2004; POUPIN e ARCE-

JOHNSON, 2005). Avanços recentes em transformação genética de plantas arbóreas têm 

possibilitado a transferência de genes de interesse, antecipando e ajudando, no que diz respeito às 

limitações do melhoramento tradicional (POUPIN e ARCE-JOHNSON, 2005).  

 Antigamente o principal objetivo na utilização da cultura in vitro de árvores era o de 

propagar genótipos desejáveis e com isso fixar as características dessas plantas para a utilização 

na propagação massal. Mais recentemente os pesquisadores, além desse interesse, têm buscado 

protocolos eficientes de regeneração via organogênese e ou embriogênese somática no intuito da 

transformação genética dessas plantas (MERKLE e NAIRN, 2005). Entretanto espécies lenhosas 

apresentam dificuldades de regeneração em cultura de tecidos, além de protocolos poucos 

reproduzíveis (GIRI et al., 2004).  

 Dessa forma, esse trabalho tem como objetivos estudar a organogênese in vitro de teca 

visando desenvolver método de regeneração eficiente para esta espécie, definir parâmetros do 

processo de transformação, avaliar a susceptibilidade da lagarta H. puera a toxinas produzidas 
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pelo Bacillus thuringiensis Berlinder e, finalmente, estudar e aplicar protocolos de transformação 

genética com o gene cry1Ab em teca. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Descrição e ocorrência natural de teca 

 

 A teca (Tectona grandis Linn. f.), pertencente à família Lamiacea (APGII, 2003), ocorre 

naturalmente entre 10 a 23° Norte, em uma área que compreende a maior parte da Índia 

peninsular, Myanmar, Laos e Tailândia (Figura 1) (TROUP, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Considerada uma das espécies mais valiosa do mundo (FOFANA et al., 2009), é muito 

procurada no mercado internacional pela qualidade de sua madeira que possui sutis combinações 

de beleza, resistência e durabilidade (BEHLING, 2009). 

 Árvore decídua com folhas elípticas, coriáceas, opostas e em plantas jovens verticeladas, 

com uma tonalidade verde mais escura na parte adaxial e um tom mais claro na parte abaxial 

tomentosa e áspera ao tato. As folhas de T. grandis podem chegar a dimensões de até 60 cm de 

largura e até 80 cm de comprimento, a fase de brotação de novas folhas inicia-se com o período 

chuvoso (WEAVER, 1993). 

Figura 1- Área de distribuição natural de T. grandis no mundo. Adaptado de Fofana et 

al., (2009) 
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 As inflorescências são do tipo panícula terminais eretas e as flores são pequenas e 

numerosas (mais de 100 por inflorescência). Cálice de cor creme finamente pubescente, corola 

esbranquiçada e em forma de funil (com tubo curto e lóbulos estendidos), seis estames estendidos 

no tubo da corola, ovário tetralocular e flores monóicas. A floração é intensa e inicia após as 

primeiras chuvas, assim como as brotações, estendendo-se por mais de 60 dias (WEAVER, 

1993). A polinização é feita por insetos (KAOSA-ARD, 1993) e as flores possuem um 

mecanismo de auto-incompatibilidade para evitar a autopolinização, sendo dessa forma 

preferencialmente alógama (FOFANA et al., 2009; BRYNDUM e HEDEGART, 1969). 

 A frutificação inicia-se a partir dos seis anos de idade, podendo ocorrer em algumas 

procedências antes de dois ou três anos de idade (JOSÉBIO et al. 2007). Os frutos são drupas de 

coloração castanho-claro, tetraloculares, envolto em cálice membranoso e persistente, 1 kg de 

frutos pode conter de 1.100 a 1.500 unidades. As sementes são pequenas e oleaginosas com 5 a 6 

mm de comprimento e 2 a 3mm de largura (BARROSO, 1983).  

 Para potencializar o processo de germinação, as sementes de T. grandis precisam de um 

período de pós-maturação necessitando geralmente, ser armazenadas durante vários meses 

(CHAMPION e BRASNETT, 1958; TROUP 1996). Recomenda-se que os frutos menores do que 

14 milímetros de diâmetro sejam descartados (BANIK, 1977), sabe-se ainda que sementes 

provenientes de regiões secas são mais difíceis de germinar. A teca apresenta germinação epígea 

(TROUP, 1996).  

 Em procedências de T. grandis da Índia, Schubert (1974) observou que cada fruto 

continha em média 1,7 sementes. Gupta e Kumar (1976) descreveram que 35% dos frutos 

continham uma semente, 12% duas sementes, 2% três sementes, 0.4% dos frutos continham 

quatro sementes e que em 51% dos frutos não continham sementes. Além dos frutos terem 

poucas sementes, a germinação é dificultada pela casca dura e baixa qualidade fisiológica da 

mesma (TIWARI et al. 2002). 

 T. grandis ocupa rapidamente as clareiras abertas das florestas, não sendo tolerante a 

qualquer forma de sombreamento. Seu crescimento inicial em altura é muito rápido, chegando 

aos três metros no primeiro ano e aos cinco metros no segundo ano, o que torna a espécie muito 

apreciada para a produção de madeira. 
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 O alburno vai do branco ao cinza claro e normalmente o lenho (xilema secundário) vai do 

amarelo ouro ao marrom, escurecendo quando em contato com o ar e ao envelhecimento. O 

crescimento em anel é distinto a olho nú, essa madeira é considerada moderadamente pesada 

(0,6g/cm
2
) e elástica (NAIR, 1997). 

 Além da durabilidade e estabilidade, a madeira da teca é muito resistente ao ataque de 

cupins, brocas marinhas e outros insetos, isso se deve ao fato de apresentar sesquiterpenos que 

são compostos inseticidas (ANON, 1996). A madeira da teca possui uma grande demanda, 

principalmente no continente europeu, superando cinco vezes o preço do mogno (Swetenia 

macrophylla G. King) no exterior. A tora de desbaste com diâmetro variando de 15 a 20 

centímetros chega a ser comercializada a US$900,00 e o metro cúbico de toras de 48 centímetros. 

Em Myanmar, essas mesmas toras chegam a ser vendidas em leilões por US$1900,00 o m
3
 

(OLIVEIRA et al., 2007; TECA, 2007). Como comparação pode citar que toras de mogno com 

diâmetros similares a 48 centímetros são comercializadas a R$500,00.  

 A madeira da teca é utilizada para os mais variados fins, dentre eles, podemos citar a 

carpintaria, marcenaria, produção de móveis finos, construção naval, onde é praticamente 

insubstituível, pelo fato de resistir muito bem às intempéries e a água do mar (RONDON NETO 

et al., 1998; LAMPRECHT, 1990). É também muito apreciada na ornamentação de parques e 

jardins pela beleza da árvore e na utilização para o seqüestro de carbono (SILVER et al. 2004). 

 A teca, para o Brasil, vem ao encontro das alternativas na substituição de espécies nativas 

de grande valor econômico, como o mogno e a Cerejeira (Torresia acreana Ducke), dentre 

outras, diminuindo a pressão de exploração aos ecossistemas florestais nativos que ainda resistem 

às perturbações antrópicas (BEHLING, 2009). 

 Em sua área de ocorrência natural, essa espécie enfrenta uma drástica diminuição de seu 

ecossistema, seja pelo extrativismo indiscriminado que sofreu ao longo dos últimos 50 anos, seja 

por condições bióticas e abióticas agora desfavoráveis. Essa diminuição dos recursos traz sérios 

malefícios para as populações naturais, tais como mudanças no fluxo de pólen, diminuição da 

variabilidade genética, com a diminuição das populações e aumento da endogamia (FOFANA et 

al., 2009). 



 24 

 A contínua perturbação antrópica em ambientes naturais afeta de maneira negativa a 

manutenção do germoplasma de teca. Esses efeitos são desconhecidos para as populações 

naturais (LOWE et al., 2003) e em consequência para as florestas plantadas com materiais 

provenientes desses ambientes perturbados, uma vez que a utilização de variabilidade genética 

natural pode ser restrita com a perda muitos indivíduos e genes respectivamente. 

 

2.2 Cultivo de teca no Brasil e no mundo 

 

 A madeira da teca é utilizada há séculos no oriente, onde foi intensamente apreciada pelos 

seus colonizadores para a confecção de embarcações devido a sua alta resistência às intempéries 

(OLIVEIRA et al., 2007). Santhakumaran et al. (1997) citam que dentre os anos de 1495 e 1498 

foram encontrados, na costa da Arábia (Ilha de Tylos), pedaços de madeira de teca em destroços 

de navios, dando a evidência de que essa madeira é utilizada há séculos. Na antiga Índia a teca 

também deveria ter sido popular dentre as pequenas embarcações pesqueiras (MONEY, 1811; 

WILLCOX 1827, apud SANTHAKUMARAN et al., 1997). 

 A primeira plantação da espécie ocorreu em Sri Lanka por volta de 1680 (procedência de 

Java). Na Índia as plantações iniciaram-se em 1840, avançando por Myanmar e Indonésia por 

volta de 1865. Fora do continente asiático a teca foi introduzida primeiramente na Nigéria em 

1902, seguido por Ghana em 1905 e Côte-d‘lvoire em 1929. Na América o primeiro país a 

receber a espécie foi Trinidad em 1913 e Panamá e Costa Rica entre 1927 e 1929 (SCHLEDER, 

2004). 

 A primeira experiência brasileira com plantios de T. grandis ocorreu no inicio do século 

20 pelo Engenheiro Agrônomo Edmundo Navarro de Andrade, nas cidades de Rio Claro-SP e 

Rio de Janeiro-RJ. Essas plantações ocorreram conjuntamente com outras espécies florestais com 

o intuito de se escolher madeira para construção das estradas de ferro (SAMPAIO, 1930; 

COUTINHO, 2004). 

 Plantios de teca são facilmente estabelecidos, por isso esta espécie é muito promissora 

para plantações nos trópicos (KEOGH, 1996). A área plantada de T. grandis em 1996 no Brasil 

era de 10 mil hectares, hoje esta área está em 48.576 hectares e cada vez aumentando, seja pela 
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maior visibilidade da madeira e valor da mesma ou visando reduzir a exploração dos recursos 

florestais naturais (ABRAF, 2008). A teca está sendo plantada em mais de 36 países tropicais ao 

redor do mundo, alcançando 187,1 milhões de hectares e até o ano de 2000, por volta de 5,7 

milhões de hectares (3% do total mundial) eram de teca (FAO, 2001). 

 A produção mundial de madeira de teca atualmente chega aos 3 milhões de m
3
/ano, 

extremamente baixa quando observamos a demanda do mercado (FILHO et. al, 2007). Sua 

característica favorável ao mercado madeireiro rende a teca valorosas perspectivas, 

proporcionando reposição florestal por ser vigorosa e de resultados comprovados e apresentando-

se como uma alternativa para a possibilidade de suprimento sustentável da indústria (BEHLING, 

2009). 

 T. grandis cresce com maior facilidade em clima tropical úmido e quente, embora esta 

espécie possa ser plantada sob ampla diversidade de condições climáticas e de solo, seu cultivo 

pode ser feito em regiões com precipitação anual em torno de 600 mm e até acima de 5.000 mm, 

bem como em áreas com temperaturas que variam de 2° a 48°C. Condições ótimas são 

verificadas em regiões cuja precipitação varia em torno de 1.240 e 3.750 mm/ano, e ausentes de 

geadas (MASCARENHAS e MURALIDHARAN, 1993).  

 Além de Mato Grosso, plantações de T. grandis estão espalhadas por todo o Brasil, como 

nos estados do Paraná, São Paulo, Tocantins, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Goiás, Pará, 

Acre, Amazonas, Rondônia e Amapá (ABRAF, 2008).  

 Na região de Cáceres-MT e em condições ideais de cultivo, o incremento médio anual é 

de 10 a 15 m³/ha/ano, com 250 a 350 m³/ha no final de um ciclo de 25 anos, com um regime de 

quatro desbastes. No corte final, 50 a 60% da produção total é colhida, correspondendo 

aproximadamente a 150 a 230 m³/ha. A madeira de primeiro desbaste, mesmo sendo considerada 

não comercial, tem aplicação no meio rural, como renda alternativa. Há estimativas de que a 

amortização dos custos de plantio se dá no terceiro ou quarto desbaste, e no último, a 

concentração dos rendimentos (ANGELI, 2003). 
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2.3 Lagarta desfolhadora da teca (Hyblaea puera Cramer, 1777) 

 

 A teca é bem adaptada no Brasil, porém as plantações comerciais enfrentam o ataque da 

lagarta Hyblaea puera Cramer 1777, inseto denominado ―lagarta desfolhadora da teca‖. Esta 

lagarta se caracteriza na principal praga que consome folhas da espécie diminuindo a maior parte 

da área fotossintetizante das plantas causando grandes prejuízos, não só no Brasil como no 

mundo (BEESON, 1941; NAIR et al., 1985; PERES FILHO et al., 2002). 

 Nativa do sudoeste asiático, embora tenha sido encontrado na América central, África e 

América latina, esse lepidóptero é mundialmente conhecido como lagarta desfolhadora da teca. 

Hyblaea puera Cramer, 1777 (Lepidoptera: Hyblaeidae). E teve a sua primeira citação como 

praga em 1898 na Divisão florestal de Konni em Kerala, Índia (BIJI et al., 2006) e até hoje é tida 

como a principal praga da teca na Índia (JAVAREGOWDA e NAIK, 2007) .  

 As mariposas adultas são relativamente pequenas, com uma envergadura de 3 a 4 

centímetros e asas pretas, com manchas amarelo alaranjadas na parte posterior com alas 

castanho-acinzentado na parte superior. O acasalamento ocorre dentro de dois dias e os ovos são 

colocados um a um separadamente em folhas jovens próximos as nervuras, geralmente na 

superfície inferior (HYBLAEA, 2009).  

 Os ovos são lisos, brancos e medem cerca de 1 milímetro de comprimento. Cada mariposa 

dessa espécie chega a ovopositar cerca 1000 ovos, sendo que as lagartas nascem após o segundo 

dia. Para lagartas desta espécie existem cinco instares, o primeiro e segundo estádios, se 

alimentam na superfície da folha. A partir do terceiro ínstar, a larva corta uma ponta da folha, 

geralmente na borda e dobra por cima de si mesma, prendendo com um tipo de fio de seda e se 

alimenta dentro dessa estrutura, ficando assim protegida. Esse inseto devora a folha inteira, com 

exceção das nervuras principais (HYBLAEA, 2009).  

 Sob condições ideais, o período larval dura de 10 a 12 dias, nesse período as larvas 

alcançam de 3,5 a 4,5 centímetros e há considerável variação de cor no quarto e quinto ínstares, o 

corpo tanto pode ser totalmente preto ou acinzentado escuro com faixas coloridas longitudinais, 

podendo incluir uma mancha laranja dorsal e linhas laterais brancas (Figura 2) 

(JAVAREGOWDA e NAIK, 2007, HYBLAEA, 2009). 
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  As lagartas no último ínstar descem até o chão com auxílio de fios parecidos como fios de 

seda e empupam sob uma camada fina de serapilheira ou solo. Os casulos construídos de folhas 

secas e/ou deterioradas, ou mesmo partículas do solo 

juntamente com seus fios de seda. O empupamento pode ocorrer algumas vezes em folhas verdes 

de outras plantas, dobradas ou justapostas com seus fios de seda. O período médio de pupa dura 

seis a oito dias, sob condições ideais. Não há nenhuma evidência de hibernação da pupa 

(HYBLAEA, 2009). Estimativas precisas dos danos na perda de madeira pelo ataque de tal inseto 

são escassas na literatura. Segundo Nair (1985) em plantios aos cinco anos de idade 44% do 

volume de madeira é perdida com ataque deste inseto.  

 Nos países que possuem plantações de T. grandis a presença deste inseto é tida como 

risco eminente as culturas. No Brasil, infestações com H. puera foram observadas nos municípios 

de Cáceres e Rosário Oeste-MT (2002) e na região de Cuiabá-MT. Cita-se também a ocorrência 

deste lepidóptero em outras localidades brasileiras, como: Chapada dos Guimarães-MT, Jataí-

GO, Dourados-MS, Rio de Janeiro-RJ e região de Cubatão-SP (PERES FILHO et al. 2002). Esse 

inseto-praga, além de atacar a teca, pode também ocorrer em outras plantas hospedeiras como 

Vitex, Clerodendron, Spathodea, Vitex altissima, Avicennia officinalis, Callicarpa arborea, Vitex 

Figura 2 - Ínstar jovem de algarta de Hyblaea puera Cramer encontrada em plantio comercial de teca no 

município de Mirassol d‘Oeste, estado do Mato Grosso em Dezembro de 2008 (Barra=1cm) 
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peduncularis, V. pubescens, V. negundo e Oroxylum indicum (COMMONWEALTH INSTITUTE 

OF ENTOMOLOGY, 1981; BAKSHA e CRAWLEY, 1995). 

 

2.4 Controle biológico em plantações florestais 

 

 O controle biológico de insetos é foco inúmeros estudos face ao risco da utilização 

indiscriminada de inseticidas sintéticos na agricultura, os quais podem ocasionar resistência das 

pragas ou a ocorrência de pragas secundárias, além dos danos ao meio ambiente. Normalmente 

são utilizados parasitóides, predadores, microorganismos e plantas para o controle das pragas, ou 

seja, para que os insetos que atacam as plantações florestais ou agrícolas, não atinjam níveis 

populacionais elevados que causem danos econômicos. No Brasil o controle biológico de insetos 

vem sendo reconhecido internacionalmente, principalmente pelos programas de controle 

biológico na área agrícola, com as culturas de cana-de-açúcar e de soja (BERLITZ e FIUZA, 

2005; NOTÍCIAS, 2007).  

 O mesmo caminho tem sido trilhado no setor florestal, o qual tem sofrido perdas 

consideráveis com a introdução acidental de pragas exóticas. Quanto a isso podemos citar o 

Pinus, com a ocorrência da vespa-da-madeira (Sirex noctilio), e com as detecções dos pulgões do 

Pinus (Cinara pinivora e C. atlantica). As florestas de eucalipto têm enfrentado problemas com 

as pragas nativas, como as formigas cortadeiras, cupins e lagartas. Porém, a invasão de pragas 

exóticas, como a broca-do-eucalipto (Phoracantha semipunctata), o gorgulho-do-eucalipto 

(Gonipterus scutellatus) e o psilídeo-de-concha (Glycaspis brimblecombei), também têm causado 

prejuízos (NOTÍCIAS, 2006).   

  O Bacillus thuringiensis Berlinder é um inseticida biológico muito utilizado no controle 

de insetos pragas e vem sendo intensamente utilizado em plantações anuais e perenes 

(TABASHNIK et al., 2008). B. thuringiensis é uma bactéria gram-positiva e entomopatogênica, 

aeróbica ou facultativamente anaeróbica, sendo naturalmente encontrada no solo. Durante a fase 

de esporulação, essas bactérias sintetizam proteínas que se acumulam na periferia dos esporos na 

forma de cristais em um dos pólos da célula (HÖFTE e WHITELEY, 1989; PEFERÖEM, 1997). 

Esses cristais são compostos por uma ou mais proteínas Cry, também chamadas de delta-
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endotoxinas que são altamente tóxicas e específicas, por isso inofensiva para a maioria dos outros 

organismos, também para insetos benéficos (HERRERO et al., 2001; SIEGEL, 2001). 

 As delta-endotoxinas no trato digestivo das lagartas susceptíveis são solubilizadas e 

proteoliticamente convertidas em pequenos polipeptídios. Um passo crítico para a atividade 

inseticida dessas proteínas é a ligação desses peptídeos a receptores localizados nas 

microvilosidades da membrana apical das células epiteliais do intestino médio (HOFMANN et 

al., 1988, VAN RIE et al., 1990). A interação da toxina com esses receptores desencadeia a 

formação de canais iônicos (SACCHI et al., 1986;  LORENCE et al., 1995), os quais causam lise 

osmótica por meio de formação de poros da membrana (permitem a passagem de água e íons), 

levando ao inchaço do intestino médio e lise das células. Intoxicados, os insetos param de se 

alimentar e morrem (ARANDA et al., 1996). 

 Em florestas o controle químico é limitado por causa da preocupação ambiental e da 

certificação destas frente ao mercado consumidor internacional, o controle biológico vem sendo 

usado como forma alternativa para controle de pragas. Cita-se também como beneficio deste 

inseticida o seu menor impacto para o meio ambiente uma vez que é inofensivo para a maioria 

dos outros organismos, também para insetos benéficos (HERRERO et al., 2001; SIEGEL, 2001). 

 Não há controle químico oficialmente regulamentado para a teca no Brasil, no entanto o 

uso de Bacillus thuringiensis (Bt) tem trazido resultados bastante satisfatórios (PERES FILHO et 

al., 2006), a utilização de produtos a base de Bt em teca é citada por Javaregowda e Naik (2008) e 

mostra-se muito eficiente chegando a 100% de mortalidade nos primeiros instares desse inseto. 

 O produto comercial a base de Bt, denominado Dipel PM® é o mais vendido 

mundialmente, sendo muito eficaz contra 170 espécies de insetos-praga da ordem Lepidoptera e 

pouco tóxicos para coleópteros, ácaros, dípteros e hemípteros (POLANCZYK e ALVES, 2005). 

 

2.5 Perspectivas na transformação genética com genes cry 

 

 Uma das técnicas de transformação genética é via Agrobacterium tumefaciens, que é uma 

bactéria Gram-negativa, aeróbica e presente no solo. Essa bactéria tem a capacidade de transferir 

segmentos de seu próprio DNA, conhecido como DNA de transferência (T-DNA) para o genoma 
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das plantas, podendo incorporar os genes responsáveis por características desejáveis na planta em 

estudo (BRASILEIRO e LACORTE, 1998).  

 Há mais de vinte anos, o desenvolvimento de tecnologia de transformação genética de 

espécies arbóreas tem possibilitado o incremento de resistência a insetos em plantas (FERRY, 

2006). A inserção de genes de Bacilus thuringiensis é uma das estratégias dos biologistas 

moleculares e melhoristas para o sucesso de obtenção desse tipo de resistência (MAZIER et al., 

1997; ROMEIS et al., 2006), porém poucas espécies arbóreas são transformadas com os genes de 

Bt. Avanços recentes em transformação genética de plantas arbóreas têm possibilitado a 

transferência de genes de interesse antecipando e ajudando, no que diz respeito às limitações do 

melhoramento clássico (GIRI, 2004). 

 A importância de se desenvolver trabalhos de transformação genética de plantas com os 

genes de resistência a insetos está na redução de uso de inseticidas químicos, que causa grande 

impacto no meio ambiente, prejudicando animais e humanos, o que não ocorre com plantas Bt, 

pois as proteínas expressas por essas plantas não são tóxicas aos humanos e animais e nem se 

acumulam em tecidos adiposos ou persistem no meio ambiente como alguns inseticidas químicos 

(BISHOP et al., 1999; SIEGEL, 2001). Halcomb et al. (1997), obteve até 100% de controle de 

Heliothis virensces e Pectinophora gossypiella em milho Bt e em estudos com batata Bt 

demonstraram não necessitar de aplicações suplementares de inseticidas químicos no controle de 

Leptinotarsa decenlineata (PERLAK et al.,1997) 

 Jouanin (1998) relata que a inserção de genes em árvores é difícil e poucas espécies têm 

sido transformadas com genes para resistência a insetos. Contudo, esforços têm sido 

empreendidos na última década para trabalhos de transformação dessas espécies com tais genes 

(BOERJAN, 2005; NEHRA et al., 2005). As plantas geneticamente transformadas com o gene de 

Bt demonstram ser uma eficiente e promissora estratégia para controles de insetos praga, que vem 

crescendo muito por todo o mundo (RANJEKAR et al., 2003 ). 

 As principais proteínas de Bt são tóxicas para lepidópteros (CryI), lepidópteros e dípteros 

(CryII), coleópteros (CryIII) e dípteros (CryIV) (AGAISSE e LERECLUS, 1995). As toxinas 

CryI, específicas para lepidópteros, são as mais estudadas, existindo 20 seqüências diferentes de 

aminoácidos, codificadas por 6 genes (CryIA(a), CryIA(b), CryIA(c), CryIB, CryIC e CryID) 
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(HÖFTE e WHITELEY, 1989). Os produtos dos genes ativos contra lepidópteros, derivados da 

subespécie kurstaki, que foram descritos no início dos anos 60, denominados genericamente 

cryIa, e seus derivativos isolados em meados da década de 80 são, de longe, os mais 

caracterizados (HÖFTE e WHITELEY, 1989). 

 Grace et al. (2005) discutem que em pinheiros (Pinus spp) os métodos de melhoramento 

convencionais de plantas utilizados ao longo dos últimos 50 anos resultaram em significativos 

ganhos genéticos em crescimento, forma e resistência a patógenos. Contudo, o tempo de 

reprodução destas plantas torna o melhoramento convencional uma técnica muito demorada, sem 

falar que algumas características desejáveis de valor comercial, tais como resistência a insetos, 

podem não estar disponíveis na população e nem nos recursos genéticos. Engenharia genética e 

tecnologias de cultura de tecidos já oferecem alternativas metodológicas para a introdução rápida 

e eficiente de características desejáveis diretamente em genótipos de famílias elite.  

 A inserção de genes que expressem proteínas inseticidas é uma nova maneira de acelerar 

o melhoramento agrícola e florestal. O desenvolvimento de plantas resistentes a insetos fornecem 

uma abordagem rápida e segura de manejo de pragas (YANG, 2003). 

 

2.6 Cultura de tecidos de teca 

 

 Todas as células do corpo da planta, células vivas e normais, teoricamente, possuem a 

capacidade de regenerar em um organismo inteiro (totipotência) por meio de formação de um 

novo órgão ou embriões somáticos. O processo de aquisição de competência, desdiferenciação e 

rediferenciação é essencialmente regulado por substâncias de crescimento vegetal, exemplo, 

auxinas e citocininas (MURTHY et al., 1998). 

 Atualmente, as técnicas de cultura in vitro apresentam um papel importante para a 

conservação de germoplasma, fixação de ganhos genéticos e indução da variação genética. Desta 

maneira, um dos maiores benefícios das técnicas de cultura de tecidos vegetais para o 

melhoramento de plantas perenes, refere-se à possibilidade de capturar e fixar os componentes 

aditivos e não aditivos da variância genética através da propagação clonal. 
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 Podemos citar ainda, os marcadores bioquímicos e moleculares como ferramentas 

biotecnológicas no auxílio de programas de conservação e melhoramento genético de espécies 

arbóreas (GRATTAPAGLIA et al., 2009; FERREIRA e GRATAPAGLIA, 1998), pois os 

programas de melhoramento genético florestal apresentam um tempo mais lento pelas 

característica de crescimento, auto-incompatibilidade das espécies e locos altamente 

heterozigotos, o que dificulta em muito a seleção de caracteres de interesse agronômico (GIRI et 

al. 2004). 

 A organogênese in vitro envolve vias complexas, com atuação de múltiplos fatores 

externos e internos, dentre eles, fonte de explante, meio de cultura e fatores do ambiente 

(D`ONOFRIO e MORINI, 2006). O processo de organogênese depende, também, da ação de 

reguladores de crescimento exógenos, em particular auxinas e citocininas, e da habilidade do 

tecido em responder a essas mudanças hormonais durante o período de cultivo (GEORGE et al., 

2007). 

 Para T. grandis poucos estudos foram realizados a fim de se desenvolver protocolos de 

organogênese e/ou embriogênese eficientes, porém estudos com transformação genética 

requerem um sistema de regeneração de plantas in vitro eficiente e que permita obter uma alta 

taxa de regeneração e brotações (POCTRYCUS, 1991), além da transferência eficiente de 

transgene para a maior quantidade de células possíveis. 

 Mesmo sendo uma das espécies madeireiras mais valiosas do mundo, a teca possui uma 

literatura escassa aliada a trabalhos pouco eficientes de cultura de tecidos e transformação 

genética. Gupta e seus colaboradores iniciaram em 1977 as pesquisas em cultura de tecidos com 

teca (GRUPTA et al., 1980), porém até os dias atuais os protocolos são poucos eficientes ou 

mesmo quase inexistentes quando tratamos das principais vias morfogenéticas (organogênese e 

embriogênese) utilizadas para transformação genética.  

 Protocolos de micropropagação (organogênese direta) estão sendo desenvolvidos e 

aprimorados por Tiwari et al. (2002), Daquinta et al. (2002), Shirin et al. (2005), Gyves et al. 

(2007), Akram e Aftab (2009). A preocupação em desenvolver protocolos eficientes de 

micropropagação (organogênese direta) em larga escala é para a obtenção de plantios clonais 

(plantas mais uniformes), uma vez que as sementes apresentam sérios problemas com a 
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porcentagem de germinação (casca dura e má qualidade fisiológicas das sementes), assim como a 

alta variabilidade genética presente nas populações de coleta, diminuindo a homogeneidade das 

plantas e consequentemente a produtividade (FAO, 2000a; FAO, 2000b).  

 No que diz respeito à organogênese indireta (a partir de tecidos indiferenciados) e 

embriogênese somática podemos citar Kushalkar e Sharon (1996) e Muminova et al. (1999), 

obtiveram calos a partir de gemas laterais formando embriões somáticos que não foram revertidos 

em plantas. Baghel et al. (2008) obteve plantas regeneradas a partir de três tipos diferentes de 

explantes (cotilédones, nós cotiledonares e epicótilos), entretanto seus dados são pobres e deixam 

grandes lacunas para serem utilizados eficientemente como protocolos de rotina de transformação 

genética da teca. 

 A maioria dos autores citam a importância de protocolos reproduzíveis de embriogênese 

e/ou organogênese para a transformação genética da espécie, porém ainda não se conseguiu 

transformar a teca por tais processos. Norwati et al. (2003; 2007) citam pela primeira vez na 

literatura sobre a transformação genética de T. grandis, entretanto o autor utilizou o 

bombardeamento em tecidos diferenciados (gemas laterais em desenvolvimento) conseguindo 

apenas quimeras transgênicas. Não sendo um processo indicado, pois apenas parte do tecido 

estará expressando os genes integrados. 

 Para iniciar os trabalhos de transformação genética, os aspectos relacionados à 

regeneração de plantas por meio de cultura de tecidos, devem ser todos elucidados, para com 

isso, serem reproduzíveis nos laboratórios. 

 

2.7  Efeito de antibióticos repressores de A. tumefaciens na regeneração de teca 

 

 Muitos tipos de antibióticos são utilizados na cultura de tecidos de plantas. Estes 

compostos são preferivelmente requeridos por prevenir ou eliminar bactérias na cultura de 

tecidos e em alguns casos, auxiliar no desenvolvimento do tecido vegetal (HOLFORD e 

NEWBURY, 1991; MAMIDALA e NANNA, 2009). Entretanto, tais substâncias possuem certas 

desvantagens, ou seja, podem prejudicar as plantas submetidas a cultura de tecidos com efeitos 

fitotóxicos, bem como não serem economicamente viáveis (TERESO et al., 2006). 
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 Timentin, ceforaxima e carbenicilina são antibióticos do grupo dos  β-lactâmicos, 

pertencentes ao grupo das penicilinas e possuem dessa forma, estrutura química similares. Esses 

compostos por sua vez podem influenciar positivamente o processo de regeneração in vitro de 

plantas por serem metabolizados a um composto chamado ácido fenil acético, similar 

estruturalmente a auxinas vegetais (HOLFORD e NEWBURY 1992; LIN et al. 1995; 

NAUERBY et al. 1997; LING et al. 1998, MILBORROW et al. 1975) auxiliando a regeneração. 

 Esses antibióticos são os três principais repressores de agrobactéria do meio de cultura 

quando os explantes são submetidos a processos de transformação genética de plantas. 

Entretanto, na literatura há vários trabalhos indicando a influência positiva ou mesmo negativa 

desses compostos na regeneração das espécies (LIN et al., 1995; VERGAUWE et al., 1996; 

NAUERBY et al., 1997; ZHI-NENG et al., 2007). 

 Esses antibióticos inibem a síntese da parede celular bacteriana, por ligação a uma ou 

mais das proteínas de ligação à penicilina (PLPs), que por sua vez, inibem a síntese da parede 

celular bacteriana. A cefotaxima, como outros β-lactâmicos não só bloqueiam a divisão de 

bactérias, mas também a divisão das organelas fotossintéticas de Glaucophyta e a divisão de 

cloroplastos de briófitas. Em contrapartida, ele não tem efeito sobre os plastídeos das plantas 

vasculares (KASTEN e RESKI, 1997). 

 O efeito de higromicina também foi avaliado para respostas morfogenéticas em teca. Esse 

antibiótico é utilizado nos processos de transformação genética como gene marcador dos tecidos 

transgênicos O uso de um marcador de seleção eficiente é fundamental importância para o 

processo de transformação genética. A higromicina é um antibiótico que atua na proteína 

ribossomal 80s, bloqueando-a e bloqueando com isso a síntese de proteínas em eucariotos 

(EADY e LISTER, 1998), por isso é utilizada como gene marcador seletivo em protocolos de 

transformação genética, uma vez integrado no genoma vegetal seleciona os tecidos transgênicos e 

não transgênicos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 As atividades referentes ao presente trabalho foram conduzidas no laboratório de Biologia 

Molecular e Genômica do Centro de Biotecnologia Agrícola (CEBTEC), Departamento de 

Ciências Biológicas, Escola Superior de Agricultura ―Luiz de Queiroz‖, Universidade de São 

Paulo – Campus de Piracicaba - SP. 

 

3.1  Material vegetal e condições de cultura in vitro 

 

 Os experimentos de cultura de tecidos de Tectona grandis L. f. foram realizados com 

sementes concedidas pela Companhia Proteca Biotecnologia Florestal LTDA. Os frutos, os quais 

foram originários de populações seminais de polinização aberta, foram recebidos sem 

beneficiamento, e então quebrados com auxílio de martelo para a obtenção das sementes. As 

sementes retiradas das drupas foram desinfestadas e germinadas in vitro. Os explantes obtidos 

das plântulas germinadas foram isolados e inoculados nos seus respectivos meios de cultivo e 

mantidos no escuro por um período de sete dias. Após, foram transferidos para sala de 

crescimento, a qual apresentou fotoperíodismo de 16 horas de luminosidade e 8 horas de escuro, 

intensidade luminosa de 30 μmol.m
-2

.s
-1

 e temperatura de 25±2°C.   

 

3.2  Desenvolvimento experimental 

 

 Com o intuito de atender os objetivos deste trabalho foram conduzidos experimentos 

envolvendo: a) tratamentos de desinfestação de sementes; b) comparação de concentrações de 

sais de macro e micronutrientes no desenvolvimento in vitro; c) indução da competência 

organogenética com pré tratamentos das sementes em biorreguladores; d) combinações de 

biorreguladores para regeneração de plantas; e) análise histológica f) testes com fontes de 

carbono para organogênese; g) avaliação do efeito da higromicina na organogênese indireta; h) 

testes com antibióticos repressores de A. tumefaciens na organogênese indireta; i) testes de 

enraizamento in vitro e aclimatização; j) avaliação da bioatividade de Bacillus thuringiensis à 
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Hyblaea puera; e k) teste de transformação genética de teca via A. tumefaciens e por 

bombardeamento com microparticulas. 

 

3.3 Análise estatística 

 

 Primeiramente, foi realizada a análise exploratória dos dados objetivando averiguar as 

pressuposições básicas e necessárias para as análises estatísticas verificando a necessidade de 

transformação de dados. Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) a 5% e 1% 

de probabilidade. Em seguida, de acordo com a significância, as médias das variáveis analisadas 

foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

3.4 Desinfestação e germinação das sementes de teca 

 

 Sementes previamente tratadas com álcool 70% v/v por 2 minutos foram submetidas à 

desinfestação final em três concentrações de cloro ativo (0,0; 1,3; 1,9 e 2,5%) e três tempos de 

imersão em cada concentração (10, 20 e 30 minutos), posteriormente enxaguadas três vezes em 

água destilada e esterilizada (autoclavada a 121ºC e 1 kgf.cm
-2

 de pressão por 20 minutos). O 

cloro ativo foi obtido a partir da solução comercial de hipoclorito de sódio (solução comercial 

com aproximadamente 2,5% de cloro ativo). Depois de desinfestadas, as sementes foram 

inoculadas em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescido de sacarose 30 g.L
-1

, pH 5,8 

e semi-solidificado com 2,3 g.L
-1

 de Phytagel
TM

. O meio de cultura foi distribuído em frascos de 

300 mL com 50 mL de meio, os quais foram autoclavados por 20 minutos a 121ºC e 1 kgf.cm
-2

 

de pressão. A condição de desinfestação utilizada para todos os experimentos subsequentes foi a 

de 1,9% de cloro ativo em 20 minutos de exposição. Essa condição foi utilizada por apresentar 

melhores resultados. 

 O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial (4x3), 

contando com 12 tratamentos, seis repetições e seis sementes por vidro, totalizando 36 sementes. 

As avaliações das contaminações por fungos e/ou bactérias, assim como da germinação de 

sementes ocorreram aos 05 e 10 dias após inoculação em meio de cultura.  
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3.5 Organogênese direta (micropropagação) a partir de gemas laterais e diferentes 

concentrações de macro e micronutrientes 

 

 Para a obtenção de microplantas in vitro de teca, por meio de micropropagação, foram 

testadas três composições de macro e micronutrientes estabelecidas pelos meios de MS 

(MURASHIGE e SKOOG, 1962), meio de JADS (CORREIA, 1993) e meio WPM (LLOYD e 

MCCOWN, 1980) (Tabela 1). As gemas laterais utilizadas para a obtenção das microplântulas 

foram isoladas de plântulas com 40 dias de germinação. Foram obtidas 40 microplantas em cada 

um dos meios de cultura testados. Os resultados foram analisados após 90 dias de cultivo 

mensurando-se a altura total (altura da base até o meristema apical), número de gemas laterais e a 

presença de raízes nas microplantas obtidas. 
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Tabela 1- Concentrações de sais (MS, JADS e WPM) utilizados nos experimentos de cultura in vitro de T. grandis  

Categoria  MS JADS WPM 

Macronutrientes (g L
-1

) NH4NO3 1,65 0,320 0,4 
KNO3 1,9 0,81 - 

CaCl2.2H2O 0,44 - 0,96 

MgSO4.7H2O 0,37 0,74 0,37 

KH2PO4 0,17 - 0,17 

 KH2PO3 - 0,41 - 

 K2SO4 - - 0,99 

 Ca(NO3)2.4H2O - 1,181 0,556 

Micronutrientes (g L
-1

) ZnSO4 8,6 4,32 8,6 

H3BO3 6,2 3,10 6,2 

MnSO4.4H2O 16,9 16,9 22,3 

CuSO4.5H2O 0,025 1,25 0,25 

Kl 0,83 - - 

Na2MoO4.2H2O 0,25 0,15 0,25 

CoCl2.6H2O 0,025 0,25 - 

FeEDTA (mg) FeSO4.7H2O 41,3 55,6 27,8 

Na2EDTA.2H2O 27,8 74,5 37,2 

Vitamina (mg L
-1

) Tiamina 0,1 5,0 0,1 

 Piridoxina 0,5 0,5 0,5 

 Ácido nicotínico 0,5 0,5 0,5 

 Mio-inositol 100 100 100 

 Glicina 2,0 - 2,0 

 Cisteina - 5,0 - 

 Pantotenato de Cálcio - 2,4 - 

Fonte de Carbono (g.L
-1

) Sacarose 30,0 

Fonte solidificante (g.L
-1

) Phytagel 2,3 

pH  5,8±0,2 

Autoclavar  20‘/121ºC/1 kgf.cm
-2

 

pressão  

  

3.6 Organogênese indireta  

 

3.6.1 Experimento 1: Efeito de BAP e ANA  

 

  Segmentos de cotilédones, hipocótilos, nós cotiledonares, epicótilos e raízes, foram 

utilizados nesse experimento. Os explantes foram isolados de plântulas germinadas em meio MS 

e a formação e desenvolvimento de gemas adventícias foram estudados em meio MS acrescido 
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com combinações de 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0 e 10 mg.L
-1

 de 6-benzilaminopurina (BAP) e  0,0; 0,5; 

1,0; 2,0; 4,0 e 5,0 mg.L
-1

 de ácido naftalenoacético (ANA).  

 

3.6.2 Experimento 2- Influência do pré tratamento com BAP e TDZ na indução da 

competência organogenética de diferentes explantes 

 

 Neste experimento foi avaliada a indução da competência organogenética em hipocótilos, 

nós cotiledonares e cotilédones, utilizando o meio MS sem biorreguladores e acrescido de BAP e 

TDZ (thidiazuron) nas concentrações de 0,1 e 0,5 mg.L
-1

 no momento da germinação. Foram 

utilizadas um total de 4883 sementes distribuídas para os cinco tratamentos.  

 

3.6.3 Experimento 3- Efeito de BAP, AIB e GA3  

 

 Nesse experimento foi estudado a indução e desenvolvimento de gemas adventícias em 

explantes obtidos de plântulas germinadas ressultantes do experimento descrito no item 3.6.2. As 

plântulas obtidas tiveram os explantes isolados e inoculados em meio MS com 16 combinações 

de 6-benzilaminopurina (BAP), ácido indolbutírico (AIB) e ácido giberélico (GA3). As 

combinações e concentrações dos respectivos biorreguladores encontram-se detalhados na Tabela 

2. 

 

 

 

 

 

 

 



 40 

Tabela 2 - Concentrações dos biorreguladores BAP, AIB e GA3 utilizados para o estudo da organogênese in vitro de 

teca 

  

Concentrações dos biorreguladores nos meios de regeneração 

(mg.L
-1

) 

---------------------------------------------------------------------------------------------  

Tratamentos BAP AIB GA3 

1 0 0 0 
2 1 0 0 

3 3 0 0 

4 5 0 0 

5 0 0,5 0 

6 1 0,5 0 

7 3 0,5 0 

8 5 0,5 0 

9 0 0,5 0,5 

10 1 0,5 0,5 

11 3 0,5 0,5 

12 5 0,5 0,5 

13 0 0 0,5 

14 1 0 0,5 

15 3 0 0,5 

16 5 0 0,5 

 

 Para os experimentos 3.6.1 e 3.6.3, após três semanas de cultivo, os explantes foram 

transferidos para meios frescos com as mesmas composições, sendo que as respostas 

morfogenéticas foram avaliadas até 12 semanas de cultivo. Os segmentos de epicótilos foram 

introduzidos horizontalmente no meio de cultura, sendo que os cotilédones foram cortados em 

duas partes e inoculados com a parte adaxial em contato com o meio. Por fim, os hipocótilos, nó 

cotiledonar e raízes foram inoculados verticalmente, onde a parte inferior cortada ficou em 

contato com o meio de cultura. 

 O delineamento utilizado para os experimentos 3.6.1 e 3.6.3 foi o inteiramente 

casualizado, com cinco repetições por tratamento e quatro explantes por vidro (total de 20 

explantes). Após a coleta de dados ao final de seis semanas, os melhores tratamentos foram 

repetidos com dez repetições e cinco explantes por repetição (total de 50 explantes), esse 

procedimento foi feito para maior acurácia nos resultados.  
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3.7 Efeito de diferentes fontes de carbono 

 

Neste experimento foi avaliada a eficiência de fontes de carbono (Sacarose, Maltose, 

Manitol, Galactose, Glicose e Sorbitol) na organogênese in vitro de teca. Os hipocótilos e nós 

cotiledonares foram inoculados em meio MS acrescido de 1,0 mg.L
-1

 de BAP + 0,5mg.L
-1

 de 

GA3. Os cotilédones foram inoculados em meio MS acrescido de 3,0 mg.L
-1

 de BAP + 0,5mg.L
-1

 

de GA3. Esses explantes foram mantidos nos respectivos meios de regeneração contendo 30 g.L
-1

 

de cada uma das diferentes fontes de carbono. A porcentagem de gemas adventícias foi avaliada 

após 50 dias de cultivo. O experimento contou com dez repetições por tratamento e cinco 

explantes por vidro, totalizando 50 explantes por tratamento. 

 

3.8 Análise histológica 

 

 Os cortes histológicos foram realizados no laboratório de Morfogênese e Biologia 

Reprodutiva de plantas do Departamento de Ciências Biológicas da ESALQ/USP. Este 

experimento foi realizado para confirmar a presença de gemas adventícias. Foi realizada a análise 

histológica dos hipocótilos germinados em 0,1 mg.L
-1

 de TDZ com 20 dias e segmentos com 28 

dias de cultivo em meio de regeneração (1 mg.L
-1

  de BAP + 0,5 mg.L
-1

  de GA3). 

 Para a análise histológica foram selecionadas, aleatoriamente, três plântulas com 20 dias 

de germinação e hipocótilos com 28 dias em meio de regeneração, conforme já descrito. Dessa 

forma, os explantes foram separados e fixados em solução de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) 

por um período de 24 horas, desidratadas em série crescentes de concentração (10 a 100%) de 

solução de álcool etílico, infiltradas com a resina glicol-metacrilato e seccionadas 

longitudinalmente em micrótomo de rotação. As seções, com 5 mm de espessura, foram coradas 

com azul de toluidina a 0,05% em tampão fosfato 0,1M, pH 6.8 (O'BRIEN et al., 1965) e 

montadas em resina sintética "Entellan". 
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3.9 Efeito de antibióticos para seleção e obtenção de plantas transgênicas  
  

3.9.1 Higromicina 

 

 Neste experimento foi avaliado o efeito de higromicina na regeneração de plantas de teca, 

pois o vetor pBA1 utilizado nos testes de transformação, contém  o gene hpt em sua construção. 

O gene hpt (higromicina fosfotransferase) induz resistência a higromicina selecionando os tecidos 

transgênicos. Os segmentos de hipocótilos, nó cotiledonar e cotilédones foram obtidos de 

plântulas germinadas em meio MS acrescido de 0,1 mg.L
-1

 de TDZ. Segmentos de hipocótilos e 

nó cotiledonar foram inoculados em meio MS suplementados com 1,0 mg.L
-1

 de BAP + 0,5mg.L
-

1
 de GA3 e cotilédones em meio MS suplementados com 3,0 mg.L

-1
 de BAP + 0,5mg.L

-1
 de GA3. 

Para todos os explantes foram utilizadas as seguintes concentrações de Higromicina (0,0; 1,0; 

2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 5,0; 7,5 e 10 mg.L
-1

). O experimento contou com dez repetições por tratamento 

e cinco explantes por vidro, totalizando 50 explantes por tratamento. 

 

3.9.2 Timentin, Cefotaxima e Carbenicilina 

 

 Neste experimento foi avaliada a susceptibilidade e organogênese in vitro de teca aos 

antibióticos: timentin, cefotaxima e carbenicilina, os quais têm função de inibir o crescimento de 

A. tumefaciens após os processos de transformação genética mas a dose ideal não interfere no 

processo de regeneração de plantas.  

 Os segmentos de hipocótilos, nós cotiledonares e cotilédones foram obtidos de plântulas 

originadas de sementes e germinadas em 0,1 mg.L
-1

 de TDZ. Os segmentos de hipocótilos e nó 

cotiledonares foram inoculados em meio MS suplementados com 1,0 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-

1
 de GA3 e, os cotilédones, em MS suplementado com 3,0 mg.L

-1
 de BAP + 0,5 mg.L

-1
 de GA3. 

Para cada antibiótico foram utilizadas concentrações de 0,0; 100; 300 e 500 mg.L
-1

 adicionados a 

cada meio após a autoclavagem. O experimento contou com dez repetições por tratamento e 

cinco explantes por vidro, totalizando 50 explantes por tratamento. 
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3.10 Enraizamento de teca in vitro e aclimatização 

 

 Neste experimento avaliou-se o efeito de ANA e AIB sobre o enraizamento de plântulas 

de teca obtidas a partir de gemas laterais de segmentos internodais de hipocótilos com 60 dias de 

regeneração. Esses explantes foram obtidos de segmentos de hipocótilos regenerados em meio 

MS acrescido de 1,0 mg.L
-1

 de BAP + 0,5mg.L
-1

 de GA3.  As gemas assim obtidas foram 

inoculadas em meio MS acrescido de 0,0; 0,1; 0,5 e 1,0 mg.L
-1

 de ANA e  0,0; 0,1; 0,5 e 1,0 

mg.L
-1

 de AIB. Os resultados foram avaliados após 30 dias de cultivo. O experimento contou 

com dez repetições por tratamento e cinco explantes por vidro, totalizando 50 explantes por 

tratamento. 

 As plantas enraizadas in vitro foram transplantadas para condições ex vitro para 

aclimatização em casa de vegetação com umidade relativa em torno de 80% e temperatura em 

torno de 30ºC. Tais condições foram mantidas por meio de sistema automatizado de micro 

aspersão, exaustão de ar e sistema de refrigeração e umidificação tipo ―pad house‖ da casa de 

vegetação. Foram utilizados vasos com 100cm
3
 de substrato comercial a base de casca de arroz 

carbonizada, casca de pinus, vermiculita e fertilizantes. O experimento contou com um total de 

58 plantas transferidas para condições ex vitro. 

 

3.11 Transformação genética de teca via A. tumefaciens e por bombardeamento de 

micropartículas 

 

 Para os experimentos de transformação genética de teca, utilizou-se o vetor  pBA1 

contendo o gene cry1A(b) (gene de B. thuringiensis), o qual possui o gene hpt (higromicina 

fosfotransferase) para seleção dos transgênicos, conforme Figura 3. Foi utilizado segmentos de 

nó cotiledonar, hipocótilos e cotilédones foram excisados de plântulas com 20 dias de 

germinação in vitro em meio MS suplementado com 0,1 mg.L
-1

 de TDZ nos experimentos de 

transformação genética. 

 



 44 

 

 

 

 No processo com agrobactéria os explantes foram submetidos à transformação com a 

linhagem EHA105 contendo o plasmídeo pBA1. Os explantes foram submetidos a três 

concentrações de acetoceringona, (50, 100 e 200 mM), em suspensão por 10 e 20 minutos com a 

bactéria (DO600= 0,7-1,0). Em seguida os explantes foram secos em papel de filtro em fluxo 

laminar para a retirada do excesso de bactéria e passados em seguida para dois dias de co-cultivo 

em escuro sob uma temperatura de 25±2°C.  

 No período de co-cultivo os segmentos de hipocótilo e nó cotiledonar foram cultivados 

em meio MS suplementado com 1 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1 

de GA3, os cotilédones em 3 

mg.L
-1

 de BAP+0,5 mg.L
-1 

GA3, isso para garantir maior porcentagens de regeneração. Depois 

desse período os explantes foram transferidos para esses mesmos meios suplementados com 

higromicina a 2,5 mg.L
-1

. 

 No experimento de bombardeamento utilizou-se um acelerador de micropartículas modelo 

PDS-1000/He Biolistic® Particle delivery System (BIO-RAD) e como fonte de explante 

utilizamos segmentos de nó cotiledonar, hipocótilo e cotilédone, obtidos de plântulas com 20 dias 

de germinação em meio MS suplementado com 0,1 mg.L
-1

 de TDZ. Para a precipitação do 

plasmídeo na superfície do Tungstênio, utilizou-se o protocolo descrito a seguir: 

 O DNA plasmidial foi precipitado em partículas de tungstênio M10 de 0,1µm (GTE 

Sylvania Chemicals/Metals) a uma concentração de 4µg de DNA por mg de tungstênio. A 

assepsia das partículas, 25mg foram pesadas e lavadas com 500µL de etanol absoluto gelado, 

agitou-se o tubo de 1,5mL por 6 minutos e esse mesmo o tubo foi incubado a 95°C por 1 hora. 

Figura 3 - Representação esquemática do vetor binário de transformação denominado de pBA1 obtido pela 

clonagem do gene cryIA(b) em vetor pCAMBIA1302 
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Centrifugou-se a 6797 xg por 2 segundos e a fase aquosa foi removida cuidadosamente. 

Adicionou-se 500µL de etanol absoluto gelado e as partículas foram sonicadas em aparelho ultra-

sol (Sinics Vibra Cell) por 15 minutos com os seguintes parâmetros: amplitude 75%; 3 segundos 

ligado e 1 segundo desligado e 20°C. Centrifugou-se a 6797 x g por 2 segundos e a solução 

aquosa foi removida. O precipitado foi lavado três vezes com 500µL de ddH2O (resfriada) e após, 

centrifugou-se a 6797 xg por 2 segundos, removendo a solução aquosa a cada lavagem. Diluiu-se 

o precipitado com 500µL de ddH2O (resfriada). Para a precipitação do DNA plasmidial nas 

partículas de tungstênio, utilizou-se para os seis disparos os seguintes componentes adicionados 

na ordem: 50µL de suspensão de tungstênio, 4µg de DNA do plasmídeo pBA1, 50µL CaCl2 

2,5M gelado (-20°C), 20µL de espermidina 0,1M. Esta suspensão foi incubada em agitador 

durante 30 minutos a 4°C. Adicionou-se 200 µL de etanol absoluto gelado. Centrifugou-se a 

10621 xg durante 1 segundo e a fase aquosa foi retirada. Esta etapa de lavagem do precipitado foi 

repetida três vezes. O precipitado foi diluído com 30µL de etanol absoluto gelado. Alíquotas de 

5µL de partículas com DNA foram utilizadas nos disparos. 

 Todo o material utilizado nos experimentos de bombardeamento como membranas 

carreadoras, telas de retenção, membranas de ruptura e suportes para membranas carreadoras 

(BIO-RAD) foram desinfetados com etanol absoluto por 3 minutos e secos em condições 

assépticas. Para os disparos, 5µL da suspensão de partículas com DNA foram colocados no 

centro da membrana carreadora. Utilizou-se 11 cm, como distância de disparo (distância da placa 

de Petri contendo os tecidos alvos da membrana carreadora) e uma pressão de disparo de 1100 

psi. 

 

3.12 Bioatividade do Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Berliner, 1915) em ínstares jovens 

de Hyblaea puera Cramer, 1777 (Lepidoptera: Hyblaeidae) 

 

 Neste experimento avaliamos a susceptibilidade de H. puera a toxinas expressas por B. 

thuringiensis var. kurstaki. O objetivo deste experimento foi o de gerar resultados da toxicidade 

dessas toxinas corroborando o gene utilizado trabalhos de transformação genética para controle 

de insetos. Lagartas de H. puera foram coletadas em plantios homogêneos de teca no município 

de Mirassol d‘Oeste, Estado de Mato Grosso-MT. Após a coleta as lagartas foram separadas 
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visualmente por idade dos ínstares, sendo que os mais novos foram utilizados para o 

experimento. As lagartas foram acomodadas em placas de Petri em local protegido da 

luminosidade e deixadas sem alimentação durante três horas antes de serem alimentadas com 

folhas de teca, com e sem esporos de Bacillus thuringiensis. 

 Para a avaliação da bioatividade de B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) sobre lagartas de 

H. puera, foram utilizadas três concentrações do produto comercial Dipel PM
®
 encontrado na 

formulação pó molhável (PM), concentração de 32 g.kg
-1

 (16.000 unidades internacionais de 

potência por miligrama do produto, contendo um mínimo de 25 bilhões de esporos viáveis por 

grama, de acordo com fabricante) e três concentrações de esporos de B. thuringiensis var. 

kurstaki (Btk) crescidos em laboratório, além do tratamento controle. 

 As suspensões de Dipel PM
® 

usadas nos três primeiros tratamentos foram de 2x10
5
; 

2,6x10
5
 e 3,2x10

5
 unidades formadoras de colônias/mL

-1
 (UFC/mL), calculadas segundo Silva 

(2006). Para os demais tratamentos foram utilizadas as suspensões de 2x10
5
; 3,2x10

5
 e 3,8x10

6 

UFC. mL
-1

, colônias de B. thuringiensis var. kurstaki (Btk)  provindas do Bacillus Genetic Stock 

Center, Ohio State University/EUA. 

 Após a obtenção das colônias, uma amostra foi retirada com auxílio de palito devidamente 

estéril e inoculada em 120 mL de LB líquido por 48 horas a 28±2°C, sob rotação de 180 rpm. 

Após 48 horas foram realizadas várias diluições da cultura desde, 1 para 10 mL (1 : 10), até a 

diluição de 10
-10

. As diluições de 10
-4

 a 10
-10

 foram plaqueadas em meio LB semi-sólido (7 g.L
-1

 

de ágar bacteriológico) e deixadas 28±2°C por 16 horas e, logo após, realizou-se a contagem das 

colônias. 

 Para avaliar a suscetibilidade das lagartas de H. puera a Btk, folhas jovens de teca de 

aproximadamente 48 cm
2
, foram devidamente coletadas e nelas foram aplicados um mililitro das 

soluções de Dipel PM
®
 e esporos de Btk cultivados em laboratório (concentrações já descritas). 

Para o tratamento controle aplicou-se um mililitro da solução de água destilada estéril. 

 Para cada um dos sete tratamentos foram utilizadas sete repetições com uma lagarta por 

placa (7 lagartas por tratamento). Foi realizada a pesagem de cada lagarta em balança de precisão 

(0,001g) depois das três horas de coleta (antes do contato com os esporos) e, após 15, 24 e 36 

horas em contado com os esporos de Btk.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Desinfestação e germinação das sementes de teca 

 

 O etanol e o hipoclorito de sódio são as substâncias com ação germicidas mais utilizadas 

em processos de desinfestação in vitro (COUTO et al., 2004; SOUSA et al. 1999). O hipoclorito 

de sódio (Cloro ativo) tem mostrado alta eficiência na desinfestação de sementes, eliminando 

fungos e bactérias e, também em alguns casos, promovendo aumento no total de plântulas 

germinadas a partir de sementes tratadas (NASCIMENTO et al., 2007). Os resultados referentes 

ao estímulo e mesmo à quebra de dormência de algumas sementes indicam que o hipoclorito de 

sódio escarifica o tegumento, aumentando sua permeabilidade ao oxigênio, à água e a solutos, 

aumentando a germinação (SOFIATTI et al. 2008). 

 As variáveis, concentrações dos agentes desinfestantes e o tempo de exposição das 

sementes a tais compostos resultam em respostas diferenciadas de acordo com a espécie 

(MONTARROYOS, 2000), sendo necessária, a adequação de acordo com a sensibilidade do 

material a ser desinfestado (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).  

 Nesse experimento foram utilizadas um total de 36 sementes por tratamento. A análise de 

variância dos tratamentos de desinfestação não mostrou significância para o fator tempo de 

exposição e para a interação entre tempo de exposição e concentração de cloro ativo (Anexo 1). 

Não havendo diferenças significativas para a quantidade de sementes desinfestadas e germinadas. 

Entretanto, foram observadas diferenças significativas (p<0,01) para o fator concentração de 

cloro ativo. 

  As maiores porcentagens de contaminação (95%) foram verificadas nos tratamentos sem 

cloro ativo com menores tempos de exposição (10 e 20 minutos), seguido dos tratamentos com 

concentrações de 50%. No tratamento desprovido de cloro ativo, observou-se um aumento de 

contaminação por fungos. Contudo, altas concentrações de cloro ativo (1,3; 1,9 e 2,5%), a relação 

de contaminantes mudou consideravelmente, sendo observada predominância da contaminação 

por bactérias ou algum tipo de oxidação (a qual não foi identificada), mas que impedia a 

germinação. Essa oxidação aparentava-se com contaminação bacteriana, porém sem muito 

desenvolvimento (crescimento) durante o período avaliado, levando-nos a acreditar que se tratava 

de algum tipo de oxidação. 
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 O menor índice de contaminação nas sementes foi verificado no tratamento com 2,5% de 

cloro ativo e com exposição de 30 minutos. Entretanto, a germinação foi inibida 

significativamente (Tabela 3). Essa inibição ocasionada por hipoclorito de sódio indicam que 

certas sementes, cujos tegumentos não representam barreira física para a germinação, podem ser 

escarificadas, a ponto de ocorrerem ferimentos nos tecidos vivos (CARNELOSSI et al., 1995), o 

que possivelmente deve ter ocorrido com as sementes de teca. 

 

Tabela 3- Porcentagem de sementes viáveis de Tectona grandis submetidas à diferentes períodos de tempo e 

concentrações de cloro ativo 

Cloro ativo (%) Desinfestação Germinação 

0 6 C 25 C 

1,3 45 B 67 A 

1,9 62 B 65 A 

2,5 78 A 34 B 
Médias seguidas por mesma letra nas colunas não diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade de erro. 

 

 Nascimento et al. (2007) observaram que sementes de Parapiptadenia rígida, outra 

espécie arbórea, germinaram mesmo na presença de fungos e/ou bactérias, constatando que estes 

microorganismos não atuaram como fator limitante do processo. Entretanto, esses autores não 

citam em relação ao desenvolvimento das microplântulas na presença desses contaminantes. Esse 

efeito não foi constatado no presente trabalho, pois a germinação das sementes de teca foi 

totalmente inibida quando microorganismos estavam presentes.  

 Maiores porcentagens de germinação (48%) foram observadas em sementes de mogno 

(Swietenia macrophylla) quando estas foram desinfestadas em 2,5% de hipoclorito de sódio 

durante 30 minutos (COUTO et al., 2004). Apesar da alta porcentagem de desinfestação no 

tratamento 2,5% de cloro ativo, observamos houve influencia negativa nas taxas de germinação, 

ou seja, 33% menor que o melhor tratamento.  

 Em termos gerais, as sementes desinfestadas com 1,9% de cloro ativo durante 20 minutos 

apresentaram altas porcentagens de germinação e baixos índices de contaminação, sendo a 

combinação mais aconselhada para os protocolos de desinfestação das sementes a serem 

inoculadas nos experimentos in vitro. A maioria dos autores utiliza Cloreto de Mercúrio (Hg2Cl2) 

como forma de desinfestação dos explantes de teca (gemas ou sementes) para a introdução in 

vitro (SHIRIN et al., 2005; TIWARI et al., 2002; BAGHEL et al., 2008; GYVES et al., 2007). 
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 Sabe-se que esse composto é altamente tóxico e degrada as membranas mucosas, 

causando efeitos malefícios para a saúde do ser humano (MERCÚRIO, 2009). Entretanto, em 

nosso trabalho nós mostramos que, ao menos em sementes esse composto pode ser substituído 

pelo hipoclorito de sódio no processo de introdução do material para condições in vitro. 

 

 4.2 Organogênese direta (micropropagação) a partir de gemas laterais e diferentes 

concentrações de macro e micronutrientes 

 

A micropropagação, bem como outras técnicas de propagação assexuada, pode auxiliar na 

possibilidade de captura de genótipos superiores por meio da propagação clonal, sendo assim 

uma valiosa ferramenta nos programas de melhoramento genético de espécies florestais, as quais 

necessitam de estratégias para substituir os prolongados testes de progênies. O sucesso de um 

sistema de micropropagação é altamente dependente do meio de cultura, cuja composição física e 

química é previamente definida por um balanço nutricional e hormonal (CIRILLO et al., 2003). 

Segundo Caldas (1998) e George (2007), o meio de cultura apresenta importante papel no 

padrão de desenvolvimento in vitro das espécies. Uma ampla quantidade de meios de cultura são 

citados para a regeneração de espécie de diferentes gêneros (THORPE et al., 1991). Alguns 

desses meios foram desenvolvidos para as necessidades da espécie estudada, como por exemplo, 

o meio MS que foi desenvolvido para Nicotiana tabacum e o WPM para plantas lenhosas, 

entretanto cada espécie responde de forma diferente aos diversos meios de cultura já propostos. 

Com base na análise de variância, os meios MS (LLOYD e McCOWN, 1980), JADS 

(CORREIA, 1993) e WPM (MURASHIGE e SKOOG, 1962), testados na micropropagação de 

gemas laterais, apresentaram diferenças significativas tanto para altura de plântulas e para a 

quantidade de gemas laterais (Anexos 2 e 3).  

O meio MS proporcionou o desenvolvimento de plântulas com altura média de 

aproximadamente 8,0 cm em relação as plântulas crescidas nos meios JADS e WPM que foram 

de 5,9 e 6,8 respectivamente (Figura 4). Esses dados podem ser explicados pela diferença na 

formulação de sais de cada meio de cultura. O MS, que apresentou um maior crescimento das 

plântulas, é rico em Nitrato de amônio (NH4NO3) e Nitrato de potássio (KNO3), contendo 3 vezes 

a concentração presente em JDAS e 8 vezes maior que em WPM. Quando comparado o JADS 
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com o WPM, essa relação diminui, no entanto o WPM é constituído de uma menor concentração 

total de nitrogênio, explicando o menor crescimento das plântulas.  

O MS foi o melhor confirmando estudos em teca e com outras espécies lenhosas 

(KUSHAOKAR e SHARON, 1996; TIWARI et al., 2002). Couto et al. (2004), estudando a 

multiplicação in vitro de porta-enxertos de Prunus sp., observaram que um maior número médio 

de brotações por explante (1,2 brotos) ocorreu  no meio com a redução de 50% dos sais MS, 

enquanto o maior comprimento médio de brotações no meio MS foi observado na concentração 

original de sais. Em outro trabalho, sobre multiplicação in vitro da amoreira-preta, realizado por 

Villa et al. (2005), um maior número de folhas (7,89) e brotos (3,99) foi estimulado pelo aumento 

da concentração de sais de MS. Rocha et al. (2007) que avaliaram o número de brotos por 

explante e rizogênese in vitro de Cabrarea canjerana, observaram que o meio MS apresentou 

melhores resultados (1,77 brotos) quando comparado ao WPM (1,12 brotos). No híbrido entre 

Eucalyptus benthamii x E. dunnii o meio MS proporcionou até 8,8 brotos por explante 

(BRONDANI, 2008). 
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Figura 4 - Avaliação de diferentes formulações salinas, WPM (LLOYD e McCOWN, 1980), JADS (CORREIA, 

1993) e MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) na altura das brotações in vitro de Tectona grandis. 

Tratamentos seguidos de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade 

 

No presente trabalho foi observado que o MS promoveu a obtenção de uma média de 4,0 

gemas internodais, seguido pelo meio JADS e WPM com 3,65 e 2,95 gemas respectivamente 

(Figura 5). Os meios MS e JADS podem ter influenciado na produção de um maior número de 

gemas laterais por possuirem maior quantidade de Nitrato de potássio (KNO3), que é citado por 

Echer et al. (2009) por influenciar uma maior podução de gemas laterais em algodão. Melhores 

resultados para alongamentos dos brotos e quantidades de gemas, foram observadas por Rogalski 

et al. (1999) em Prunus domestica var. Kantimirovskaja quando os explantes foram expostos em 

maiores concentrações de NO3
-
 e NH4

+
. 

Observamos que quando o meio MS foi utilizado, as plântulas apresentaram maiores 

alturas (7,5 cm) e um número elevado de gemas laterais (4,0 gemas). No meio JADS as plântulas 

eram menores, com uma média de 6,0 cm (com entrenós curtos) e apresentavam também, um 

número elevado dessas gemas (3,65 gemas). Já em WPM, essas plântulas possuíam 6,8 cm e 



 52 

entrenós alongados com menor quantidade de gemas laterais (2,95 gemas). Em louro-pardo 

(Cordia trichotoma) o meio WPM promoveu maiores taxas de multiplicação (63,3 brotos) e 

alongamento (2,2 cm) dos brotos, em relação a MS (39,7 brotos e 0,98 cm de alongamento) 

(FRANCO, 2000). Dados similares foram observados em Caixeta (Didymopanax morototoni), 

onde um maior número de brotos (32,5 brotos) e alongamento (1,35 cm) foram também 

observados em meio WPM. Para Eucalyptus camaldulensis o meio MS apresentou uma média de 

brotos igual a 4,8, enquanto o meio WPM e JADS obtiveram 4,2 e 3,5 brotos respectivamente 

(QUISEN, 2007), mostrando-se mais eficiente para a espécie. 

 

Figura 5 - Avaliação de diferentes formulações salinas, WPM (LLOYD e McCOWN, 1980), JADS (CORREIA, 

1993) e MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) no número de gemas in vitro de Tectona grandis. 

Tratamentos seguidos de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade 

 

O meio MS tem sido amplamente utilizado em experimentos de regeneração de plantas in 

vitro de T. grandis e tem sido o mais utilizado quando comparado aos meios WPM e B5 

(KUSHAOKAR e SHARON, 1996; TIWARI et al., 2002; RAMESH et al.,2003; BAGHEL et 

al., 2008).  
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4.3 Organogênese indireta  

 

 A organogênese in vitro de teca foi estudada em função dos biorreguladores e tipo de 

explante. Inicialmente foi avaliada a resposta morfogenética em segmentos de epicótilos, 

cotilédones, nó cotiledonar, hipocótilos e raízes inoculados em diferentes concentrações e 

combinações de BAP e ANA. Em experimentos subsequentes foi avaliado a aquisição de 

competência morfogenética com pré tratamento em citocininas (BAP e TDZ) e a organogênese 

indireta desses explantes em função das combinações de BAP, AIB e GA3. 

 

4.3.1 Experimento 1: Efeito de BAP e ANA 

 

 A análise de variância (Anexos 4 e 5) mostrou significância para os tratamentos e 

explantes testados. As médias de porcentagem de regeneração estão apresentadas na Tabela 4. 

 A presença de ANA, nas combinações testadas (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 5,0 mg.L
-1

) inibiu 

a formação de brotações nos diferentes explantes utilizados. Entretanto, houve a formação de 

calos compactos e não morfogênicos, após 60 dias de cultivo. Esses calos tornaram-se necróticos 

e morreram e uma pequena regeneração ocorreu quando epicótilos foram cultivados em meio 

suplementado de 2,0 mg.L
-1

 ANA associado a 3 e 5 mg.L
-1

 de BAP. Observou-se que para teca, 

ocorreu formação de gemas adventícias em altas concentrações desses biorreguladores, com taxas 

de 5,0%. 

 Em relação aos explantes responsivos, os segmentos de raiz e hipocótilos foram 

dependentes de altas concentrações de BAP (até 5 mg.L
-1

). Os resultados obtidos estão de acordo 

com Barbosa et al. (1990) que identificaram alto estímulo das gemas de macieira em meio 

acrescido de 2,0 e 2,5 mg.L
-1 

de BAP. Estes resultados coincidem também com os registrados por 

Pasqual e Barros (1992), em segmento caulinar de barbatimão (Strynodendron adstringens 

(Mart.)) onde a melhor proliferação de brotos foi observada pelos autores em 4,0 mg.L
-1

 de BAP. 

Correia e Graça (1995), em segmentos de caule de acácia negra (Acacia mearsii De Wild) 

obtiveram melhores resultados na presença de 3,0 mgL
-1

 de BAP em meio MS. 
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Tabela 4 - Porcentagem de regeneração de explantes (EPI-epicótilo, HIP- hipocótilo, COT-cotilédones, NC-Nó 

cotiledonar e RAIZ-raiz) de Tectona grandis aos 100 dias de cultivo em meio MS suplementado com 

diferentes concentrações de BAP e ANA 

Meios de reg. 

(mg.L
-1

) 

---------------- 

Porcentagem de 

regeneração 

------------------------------- 

Número de brotos/exp. 

resp. 

---------------------------- 

Altura dos brotos 

(explante.cm
-1

) 

---------------------------- 

BAP NAA EPI HIP RAIZ EPI HIP RAIZ EPI HIP RAIZ 

0 0 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

1.0 0 10,0Aa 0,0Db 0,0Cb 1,0Ba 0,0Db 0,0Bb 1,0Aa 0,0Bb 0,0Bb 

2.0 0 0,0Cb 10,0Ba 0,0Cb 0,0Cb 2,0Ba 0,0Bb 0,0Bb 1,4Aa 0,0Bb 

3.0 0 0,0Cc 30,0Aa 10,0Bb 0,0Cb 4,0Aa 4,0Aa 0,0Bb 1,0Aa 1,0Aa 

4.0 0 5,0Bb 10,0Ba 10,0Ba 1,0Bb 2,5Ba 3,0Aa 0,7Aa 1,0Aa 1,0Aa 

5.0 0 5,0Bb 5,0Db 60,0Aa 1,0Bb 1,0Cb 4,0Aa 1,0Aa 1,0Aa 1,0Aa 

10.0 0 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

0 0.5 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

1.0 0.5 5,0Ba 0,0Db 0,0Cb 4,0Aa 0,0Db 0,0Bb 1,0Aa 0,0Bb 0,0Bb 

2.0 0.5 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

3.0 0.5 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

4.0 0.5 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

5.0 0.5 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

10.0 0.5 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

0 2.0 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

1.0 2.0 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

2.0 2.0 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

3.0 2.0 5,0Ba 0,0Db 0,0Cb 1,0Ba 0,0Db 0,0Bb 1,0Aa 0,0Bb 0,0Bb 

4.0 2.0 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

5.0 2.0 5,0Ba 0,0Db 0,0Cb 1,0Ba 0,0Db 0,0Bb 1,0Aa 0,0Bb 0,0Bb 

10.0 2.0 0,0Ca 0,0Da 0,0Ca 0,0Ca 0,0Da 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 0,0Ba 

Médias seguidas por mesma letra maiúscula nas colunas e, médias seguidas por mesma letra minúscula nas 

linhas, não diferem significativamente pelo teste de Tukey, respectivamente ao nível de 5% de probabilidade de 

erro. 
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 Uma maior taxa de regeneração em hipocótilos e raiz está ligada as células do procambio, 

as quais apresentam alta capacidade meristemática e alto potencial morfogenético (GEORGE et 

al., 2007). Esses explantes apresentam traços de uma zona de transição da raiz para hipocótico, 

ocorrendo um arranjo dos tecidos vasculares (ESAU, 1974). Essas mudanças na disposição dos 

tecidos vasculares sugerem complexas mudanças na distribuição hormonal (SIEBERER et al., 

2003) e fazem destes, explantes promissores para eventos organogenéticos (ASCOUGH et al., 

2009). 

 A quantidade de brotações observadas em raiz e hipocótilo em meio de cultura acrescido 

de 2,0 a 5,0 mg.L
-1

 de BAP não foram significativas, contudo apresentaram até 4,0 brotos por 

explante responsivo em meios com 3,0 mg.L
-1

 de BAP. Arello e Pinto (1993), utilizando 5 mg.L
-1

 

de BAP em segmentos nodais de pau-santo (Kielmeyera coriacea Martius) obtiveram até 6,3 

brotos por explante. Em outra espécie arbórea, o Schizolobium amazonicum uma taxa de 2,14 

brotos foram obtidos em doses de 2,5 mg.L
-1

 de BAP, indicando que na maioria das vezes para 

arbóreas, maiores doses de citocininas são indicadas (CORDEIRO et al., 2004). Bravo et al. 

(2008) obtiveram regenerações de até 60% em hipocótilos de Eucalyptus grandis quando 

cultivados em meio JADS acrescido de 0,5 mg.L
-1

 ANA + 0,5 mg.L
-1

 BAP. 

 Dentre as citocininas, o BAP tem sido muito eficaz para promover a multiplicação em 

diversas espécies lenhosas. Alguns autores sugerem que essa citocinina é a mais indicada para 

promover a proliferação de partes aéreas e indução de gemas adventícias in vitro (HU e WANG, 

1983). O BAP estimula a multiplicação de brotações e liberação de gemas auxiliares inibidas pela 

dominância apical. Os dados obtidos são concordantes com as afirmações de Barbosa et al. 

(1990) que identificaram ótimo estímulo ao desenvolvimento das gemas de macieira, em meio 

MS acrescido de BAP com as concentrações de 2,0 e 2,5 mg.L
-1

. 

 As combinações de biorreguladores apresentados na Tabela 4 não mostraram diferenças 

significativas sobre a altura das brotações. A amplitude desses brotos foi realmente bem pequena 

(0,7 a 1,4 cm), apresentando homogeneidade para o tamanho das brotações obtidas. Nota-se que, 

as maiores brotações atingiram uma média de 1,4 cm em hipocótilos a uma concentração de 1 

mg.L
-1

 de BAP. A diminuição do comprimento da brotação pode estar ligada ao fato de que as 

citocininas estimulam a maior produção de partes aéreas até determinada concentração (variando 

com a espécie) e, a partir desta, ocorre efeito tóxico que se caracteriza pela falta de alongamento 
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das culturas (GARTTAPAGLIA e MACHADO, 1998; ROGALSKI et al., 2003). Os sintomas, 

segundo os mesmos autores, que mais caracterizam a toxidez por citocinina são: a falta de 

alongamento das brotações, a redução no tamanho das folhas, o encurtamento nos entrenós, o 

engrossamento excessivo dos caules e hiperhidricidade generalizada das plântulas.  

 A partir das interações de BAP e ANA utilizadas nesse experimento, não obtivemos altas 

porcentagens de regeneração para dar início aos protocolos de transformação. Com o intuito de 

potencializar o processo de regeneração e com isso abrir um amplo leque de explantes e meios e 

cultura a serem utilizados nos protocolos de transformação genética da espécie, montamos outros 

experimentos, itens 4.3.2 e 4.3.3. Esses próximos experimentos contam com: a) a aplicação de 

biorreguladores no meio de germinação das sementes, induzindo assim, a aquisição da 

competência organogenética dos explantes e b) combinações de BAP, AIB e GA3 na regeneração 

de plantas. 

 

4.3.2 Experimento 2- Influência do pré tratamento com BAP e TDZ na indução da 

competência organogenética de diferentes explantes 

 

 A presença dos biorreguladores BAP ou TDZ influenciou significativamente a 

germinação de teca (Anexo 6 e Tabela 5).  

Tabelas 5 - Médias da porcentagem de germinação de sementes de T. grandis influenciadas pelos biorreguladores 

BAP e TDZ 

Tratamento Sementes inoculadas 
Germinação 

----------(%)---------- 

Controle (isento de regulador) 890 52 A 

0,1 BAP 1090 39 BC 

0,5 BAP 1123 30 C 

0,1 TDZ 860 46 AB 

0,5 TDZ 920 41 B 

Média 4883 42 
Médias seguidas por mesma letra não diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade. 

 

 BAP ou TDZ alteraram significativamente o número de sementes germinadas. A 

germinação das sementes foi ligeiramente inibida nos meios com presença de biorreguladores, 
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como mostrado na Figura 6. O uso de BAP ou TDZ na concentração de 0,5 mg.L
-1

 foram os que 

mais afetaram a germinação. As sementes germinadas na presença de BAP e TDZ, não 

apresentaram epicótilos e nem clara distinção entre a zona de transição do hipocótilo e raiz (até 

os 20 dias). Por isso, foram utilizados apenas segmentos de cotilédones, nós cotiledonares e 

hipocótilos nos meios de regeneração. 

 

 

 

Figura 6 - Diferenças morfológicas no desenvolvimento de plântulas de Tectona grandis germinadas in vitro em 

meio MS acrescido de citocininas após os 20 dias. A- Plântula germinada em meio MS ; B- Plântula 

germinada em MS + 0,1mg.L
-1

 de BAP;  C- Plântula germinada em MS + 0,5mg.L
-1

 de BAP; D- Plântula 

germinada em MS + 0,1mg.L
-1

 de TDZ; e- Plântula germinada em MS + 0,5mg.L
-1

 de TDZ. Barra=1cm 

 

 Em nossos resultados, observamos que as citocininas influenciaram negativamente a 

germinação. Entretanto, esse tipo de hormônio é citado por estimular a germinação, pois 

minimizam os efeitos dos inibidores como o ABA e jasmonato de metila na semente (SINGH e 

SAWHNEY, 1992; BIALECKA e KEPCZYNSKI, 2003). Há muitos relatos de citocininas 

diretamente envolvidos nos eventos de germinação, como, crescimento da radícula, hipocótilo e 

síntese de clorofila (SINGH e SAWHNEY, 1992). Entretanto, não há provas conclusivas ou 

indicações de que citocininas estão diretamente envolvidas no processo (del POZO et al. 2005). 



 58 

Esse efeito contrário observado na germinação de sementes de teca pode estar relacionado pelo 

elevado tempo (20 dias) que essas sementes ficaram expostas a citocininas. 

 Houve inibição das raízes e epicótilos na presença de BAP e TDZ aos 20 dias de 

germinação. No caso da inibição nas raízes, muitos autores citam a interferência negativa das 

citocininas no alongamento. Em Arabdopsis, por exemplo, essa inibição ocorre pela presença de 

três sinalizadores (histidina kinase- AHK2, AHK3, e CRE1/AHK4), principalmente o 

CRE1/AHK4 presente nas células do cilindro vascular e periciclo da raiz (RIEFLER et al., 2006; 

MÄHÖNEN et al., 2000; HIGUCHI et al., 2004) que percebem as citocininas exógenas, 

enviando sinais para o núcleo e dessa forma inibindo a expressão de genes para o crescimento da 

raiz. Paiva (2001) mostraram que o uso de BAP inibe o desenvolvimento da radícula, 

independentemente da cultivar de café, sendo que uma melhor porcentagem de germinação pode 

ser obtida quando o meio de cultura é desprovido de BAP, corroborando assim com os nossos 

resultados. 

 A ausência de epicótilos até os 20 dias pode ter ocorrido pela quebra da dominância apical 

em função das doses exógenas de citocininas, desbalanceando os níveis endógenos desse 

hormônio. Os explantes foram utilizados com 20 dias de idade, pois nesse período as plântulas 

apresentavam partes bem diferenciadas (hipocótilo, nó cotiledonar e cotilédone) e jovens o 

suficiente para a indução da organogênese. A idade da planta e o grau de diferenciação dos 

tecidos interferem no efeito da organogênese in vitro. O tamanho e o grau de desenvolvimento de 

certos órgãos, especialmente cotilédones, hipocótilo e epicótilo dependem da idade da planta, ou 

seja, quanto mais velho, mais diferenciado o tecido estará e, com isso, a capacidade 

organogenética estará sendo prejudicada (GEORGE et al., 2007).  

 O pré tratamento foi utilizado para a indução da competência organogenética dos tecidos. 

O pré tratamento com TDZ é citado como sendo mais eficiente que o com BAP na indução de 

regeneração em muitas espécies (PRATHANTURARUG et al. 2003; 2005). Entretanto, estudos 

histológicos mostram que tanto o BAP quanto o TDZ são potenciais indutores de células com 

atividade meristemática em diferentes explantes (THOMAS, 2007; SAN-JOSE et al. 2001; 

KUCHARSKA e ORLIKOWSKA, 2009). 
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4.3.3 Experimento 3- Efeito de BAP, AIB e GA3 

 

 A análise de variância para as três variáveis analisadas (Meios de germinação x Meios de 

regeneração x Explante) diferiu significativamente (Anexos 7, 8 e 9). Na Tabela 6, são mostrados 

os resultados do teste de Tukey para comparação de médias. As médias de regeneração mostram 

que a presença das citocininas BAP ou TDZ, durante a germinação influenciou de forma positiva 

a regeneração. 

 Hipocótilo, cotilédone e nó cotiledonar apresentaram diferenças significativas para 

porcentagem de regeneração, bem como no número de brotos por explantes responsivos e altura. 

Essas diferenças podem ter sido ocasionadas pela competência organogenética de cada um dos 

explantes. Hipocótilo e nó cotiledonar apresentaram maior potencial para regeneração, pois novas 

plantas são formadas a partir de células do parênquima, associadas aos tecidos vasculares 

(MIRANDA et al. 1999), conforme já discutido anteriormente. 

 O TDZ e o BAP são excelentes indutores de regeneração em plantas arbóreas, 

(BHAGWAT e LANE 2004; GIRI et al., 2004). O pré tratamento na germinação de sementes e 

as concentrações dos reguladores vegetais BAP, GA3 e AIB utilizadas neste estudo propiciaram 

um aumento na formação de brotos.  

 Alta variabilidade genética foi encontrada entre famílias e dentro de famílias em 

Eucalyptus grandis quanto à capacidade de formação de gemas (BRAVO et al. 2008; SOBROSA 

e CORDER, 2003) e habilidade de enraizamento in vitro de Eucalyptus globulus (RUAUD et al. 

1999). Dessa forma pode-se aferir que em nosso trabalho, cada plântula agiu geneticamente 

independente de sua ―irmã‖, dificultado assim a visualização de um padrão de regeneração. No 

entanto, esse efeito foi minimizado pelo uso de citocininas na germinação.  

 Independentemente do meio de germinação, após o período que os explantes 

permaneceram no escuro (Sete dias) eles apresentaram intumescimento, porém nenhuma 

estrutura como gemas ou calos foi formada. Na ausência de BAP, AIB e GA3 não houve 

proliferação de gemas axilares e, após 20 dias, todos os explantes ficaram necrosados, indicando, 

portanto, a necessidade destes reguladores para a manutenção dos explantes e regeneração in 

vitro de teca. Foi observado aumento de 34% na freqüência de regeneração quando se utilizou 

BAP e TDZ na germinação em relação ao controle. Os explantes obtidos de plantas germinadas 

em meio controle, regeneraram plantas em apenas 8 tratamentos. Quando os explantes foram 
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obtidos de plantas germinadas nas duas doses de BAP, observamos uma média de resposta 

organogenética em 27,5 meios e 28 meios para a germinação dos explantes nas concentrações de 

TDZ (Tabela 6). 

 Para hipocótilo observou-se aumento de 19% na regeneração quando os explantes foram 

obtidos de plântulas germinadas em 0,1 e 0,5 mg.L
-1 

 de BAP e 0,1 mg.L
-1

 de TDZ quando 

comparados ao controle. Foi observado em nó cotiledonar um incremento de 37% na eficiência 

de regeneração quando obtidos de plântulas germinadas em 0,1 mg.L
-1

 de BAP em relação ao 

controle. No entanto, observou-se aumento de 27% na regeneração dos explantes germinados em 

0,5 mg.L
-1

 de BAP em relação a 0,1 mg.L
-1

 de BAP. 

 Para cotilédones não foi observado regeneração em explantes obtidos de plântulas 

germinadas em meio controle e MS acrescido de 0,1 mg.L
-1

 de BAP. Validando mais uma vez os 

dados obtidos no primeiro experimento indicando que o pré tratamento é necessário para a 

indução do desenvolvimento de gemas adventícias. Entretanto, quando os explantes foram 

obtidos de plântulas germinadas em 0,5 mg.L
-1

 de BAP, observamos que os tratamentos com 1 

mg.L
-1

 BAP + 0,5 mg.L
-1

 AIB + 0,5 mg.L
-1

 GA3 e 1 mg.L
-1

 BAP + 0,5 mg.L
-1

 GA3, apresentaram 

10% de regeneração. Para sementes germinadas em 0,1 mg.L
-1

 TDZ e 0,5 mg.L
-1

 de TDZ, 

tivemos 25% e 31% dos tratamentos regenerando plantas. Fica evidente que houve influência 

pelo BAP e, principalmente, TDZ nas taxas de regeneração em cotilédones.  

 

 

 



Meios de regeneração 
Meios de germinação (mg.L-1) 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 (mg.L-1) 

---------------------- 

 MS 

--------------------------- 

0,1BAP 

------------------------ 

0,5BAP 

----------------------------- 

0,1TDZ 

----------------------------------- 

0,5TDZ 

------------------------------------------ 

BAP AIB GA3 N C H N C H N C H N C H N C H 

0 0 0 0Aa 0Aa 0Ca 0Aa 0Aa 0Aa 0Aa 0Aa 0Aa 0Ca 0Ca 0Ba 0Ba 0Aa 0Ba 

1 0 0 0Aa 0Aa 0Ca 0Ab 0Ab 15Aa 0Ab 0Ab 15Aa 15ABCa 0Cc 5 ABb 20ABa 0Ab 20ABa 

3 0 0 0Ab 0Ab 30Aa 0Ab 0Ab 20Aa 10Aa 0Ab 5 Aa 20ABCa 0Cb 0Bb 15ABa 5 Ab 15ABa 

5 0 0 0Ab 0Ab 10BCa 0Ab 0Ab 20Aa 0Aa 0Aa 0Aa 0Cc 10Ba 5 Bb 0Bb 20Aa 15ABa 

0 0,5 0 0Aa 0Aa 0Ca 0Aa 0Aa 0Aa 0Aa 0Aa 0Aa 0Ca 0Ca 0Ba 0Ba 0Aa 0Ba 

1 0,5 0 0Ab 0Ab 20ABa 15Aa 0Ab 0Ab 15Ab 0Ac 30Aa 45Aba 0Cb 40ABa 30ABa 10 Ab 0Bc 

3 0,5 0 0Aa 0Aa 0Ca 20Aa 0Ab 30Aa 25Aa 0Ab 30Aa 25ABCa 0Cb 15ABa 25ABa 0Ab 30ABa 

5 0,5 0 0Ab 0Ab 20ABa 0Ab 0Ab 30Aa 0Ab 0Ab 20Aa 5 BCb 0Cc 15ABa 0Bb 10Aa 10ABa 

0 0,5 0,5 0Aa 0Aa 0Ca 0Ab 0Ab 10Aa 0Ab 0Ab 5Aa 10BCa 0Cb 0Bb 40ABa 0Ab 40ABa 

1 0,5 0,5 0Ab 0Ab 10ABCa 0Ab 0Ab 25Aa 10Ab 10Ab 25Aa 55Aa 30Ab 25ABb 55Aa 0Ab 40ABa 

3 0,5 0,5 0Aa 0Aa 0Ca 0Aa 0Aa 0Aa 10Aa 0Ab 0Ab 15ABCa 0Cb 20ABa 40ABa 0Ac 15ABb 

5 0,5 0,5 0Aa 0Aa 0Ca 10Ab 0Ac 25Aa 20Aa 0Ab 20Aa 20ABCa 0Cb 20ABa 20ABa 0Ac 5 ABb 

0 0 0,5 0Aa 0Aa 0Ca 10Aa 0Ab 0Ab 20Aa 0Ab 25Aa 10ABCa 10Ba 0Bb 20ABa 0Ac 10ABb 

1 0 0,5 0Ab 0Ab 5 BCa 0Ab 0Ab 15Aa 0Ac 10Ab 20Aa 15ABCb 0Cc 60Aa 70Aa 15Ab 55Aa 

3 0 0,5 0Ab 0Ab 5 BCa 15Ab 0Ac 25Aa 25Aa 0Ab 0Ab 20ABCa 30Aa 15ABab 15ABb 0Ac 40ABa 

5 0 0,5 0Ab 0Ab 5 BCa 10Ab 0Ac 20Aa 0Ab 0Ab 20Aa 15ABCb 0Cc 30ABa 40ABa 0Ab 35ABa 

Tabela 6- Porcentagem de regeneração de nó cotiledonar (N), cotilédone (C) e hipocótilo (H) de Tectona grandis quando germinados em meio MS sem biorreguladores e 

suplementado com diferentes concentrações de citocininas (BAP e TDZ) em função do meio de regeneração e após 80 dias de cultura

Médias seguidas por mesma letra maiúscula nas colunas e, médias seguidas por mesma letra minúscula nas linhas, não diferem significativamente pelo teste de Tukey, 

respectivamente ao nível de 5% de probabilidade de erro.  
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 Semelhantemente aos nossos resultados, Thomas (2007) verificou um aumento de 50% no 

processo de regeneração in vitro em cúrcuma (Curculigo orchioides), quando as folhas foram 

submetidas a pré tratamento com 5,0 mg.L
-1

 de TDZ antes da inoculação no meio de regeneração. 

O TDZ pode promover a síntese e o acúmulo de purinas no tecido excisado como também alterar 

o metabolismo de citocininas, aumentando assim, seus níveis endógenos. Esse mecanismo é 

ativado, porque o TDZ age inibindo a ação da citocinina oxidase, deixando assim, os níveis de 

citocininas endógenos mais elevados e promovendo maiores taxas de regeneração de plantas 

(HARE e VAN STADEN, 1994; MURTHY  et al., 1998). Murthy et al. (1998) também comenta 

sobre a capacidade do TDZ em alterar o metabolismo endógeno reguladores de crescimento 

como etileno e ABA, facilitando assim os processos morfogenéticos.  

 Kucharska e Orlikowska (2009) discutem que a capacidade de regeneração com explantes 

submetidos ao pré tratamentos, dependem significativamente do tipo de citocinina utilizada. 

Murthy et al. (1998) afirmam que para plantas recalcitrantes, como muitas espécies lenhosas, o 

TDZ é a melhor citocinina na indução de regenerantes. Em Castanea sativa o pré tratamento com 

1 mg.L
-1

 de BAP foi significativamente melhor que 0,1 mg.L
-1 

TDZ (SAN-JOSE et al. 2001). Em 

amora e maçã, o pré cultivo em TDZ aumentaram a porcentagem de regeneração (SWARTZ et 

al., 1990; SRISKANDARAJAH e GOODWIN, 1998). Sriskandarajah e Goodwin (1998) 

discutem que a eficiência de transformação genética aumentou em explantes tratados com TDZ, 

pois a porosidade da parece celular, a densidade do citoplasma e vacúolo aumentou, facilitando o 

processo. Dessa forma podemos enfatizar a importância do TDZ como citocinina para o processo 

de organogênese (IBRAHIM e DEBERGH, 2001). 

 Em relação ao aspecto hormonal, os reguladores de crescimento presentes no meio de 

cultura direcionam não só o desenvolvimento da planta, mas também o sucesso do cultivo. Entre 

os reguladores de crescimento utilizado no cultivo in vitro, Gonçalves (2002) afirma que o BAP 

(6- benzilaminopurina) é o que, em geral, apresenta melhores resultados. 

 Baghel et al. (2008) observaram regeneração em teca com eficiência de 62% utilizando 

cotilédones e 69% com nó cotiledonar sem pré tratamentos. Esses dados são conflitantes com a 

presente pesquisa, uma vez que em aproximadamente 58 tratamentos utilizados neste trabalho 

não apresentaram nenhum resquício de regeneração nessas estruturas quando são obtidas de 

plântulas germinadas em MS. 
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 Na regeneração de segmentos de cotilédone e explantes não responsivos de hipocótilo, as 

maiores concentrações de BAP, sem a interação com outros reguladores, foi observado calos 

compactos, verdes escuros e não organogênicos. A iniciação dessa estrutura ocorreu por volta dos 

14 dias de cultivo e permaneceu até os dois meses de cultura in vitro (explantes foram 

transferidos a cada 20 dias), após dois meses, ocorreu necrose do tecido. A formação de gemas se 

iniciou aos 18 dias de cultivo em meios com presença de BAP (3,0 e 5,0 mg.L
-1

) e ausência de 

outros biorreguladores. 

 Nos tratamentos onde apenas o AIB estava presente, os calos iniciaram por volta dos 15 

dias, primeiramente nas partes expostas ao meio, e possuíram coloração amarronzada, friáveis e 

não morfogênicos. Em alguns casos, foi observada a presença de raízes; esses calos não 

permaneceram por muito tempo em cultura, sendo eliminados após 30 dias por estarem 

necrosados. Para meios com concentrações de AIB + GA3 e ausência de BAP, os calos possuíam 

aspecto verdes claros e friáveis, sem qualquer característica morfogenética, além de serem 

gelatinosos. Permaneceram por volta de 30 dias em cultivo e aos 35-40 dias estes apresentaram 

escurecimento na parte basal, necrosando aos 50-60 dias.  

 Os tratamentos com altas doses de BAP (3,0 e 5,0 mg.L
-1

) e presença de AIB e GA3, 

influenciaram o desenvolvimento de calos verdes claros, compactos e em alguns casos, 

regeneração de plantas. Respostas morfogênicas foram observadas no décimo quinto dia de 

cultivo para o meio 3,0 mg.L
-1

 BAP + 0,5 mg.L
-1

 AIB + 0,5 mg.L
-1

 GA3 e 5 mg.L
-1

 BAP + 0,5 

mg.L
-1

 AIB + 0,5 mg.L
-1

 GA3 em hipocótilo e nó cotiledonar, com o espessamento dos tecidos e 

a formação de massas celulares nas zonas de presença de tecido de condução (vasos). Gemas 

adventícias foram observadas nessas zonas e após 20 dias, plântulas já eram diferenciadas, nos 

explantes responsivos.  

 Os calos dos tratamentos com presença de 1 mg.L
-1

 BAP + 0,5 mg.L
-1

 AIB + 0,5 mg.L
-1

 

GA3, apresentaram consistência friável e compacta na mesma estrutura e sem a presença de 

gemas. Após 60 dias de cultivo os calos que não apresentaram nenhuma resposta morfogenética, 

começaram formar gemas (Figura 7a, b) e em torno de 80 dias as plantas já apresentavam em 

média 5,0 mm (Figura 7c). 
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 Em 100% dos calos que regeneraram plantas, foi observado o desenvolvimento de 

tricomas na superfície do tecido. Esses tricomas podem ser caracterizados como marcador 

morfológico dos tecidos organogênicos. Os tricomas em teca apresentam alta concentração de 

fenóis, dando a essa estrutura uma colorarão avermelhada, bem típica da espécie 

(BANDYOPADHYAY et al., 2004), sendo assim de fácil visualização, podendo ser então 

utilizado como forma de escolhas de tecido morfogenético. 

 Não houve diferenças visuais aparentes no aspecto dos calos entre os explantes e nem 

mesmo entre os diferentes meios de germinação. Em Acer pseudoplatanus o TDZ foi mais 

eficiente na produção de calos e posterior regeneração de gemas adventícias (WILHELM, 1999). 

Conforme discutido, o melhor desempenho do TDZ, aparentemente, pode estar relacionado à 

maior atividade citocinínica ou a forma de ação diferente de outras citocininas durante o processo 

de desdiferenciação e rediferenciação celular, como também ao fato de o TDZ induzir a 

acumulação de auxinas e citocininas endógenas do tecido (MURTHY et al., 1998). Este balanço 

pode então, favorecer a organogênese em teca. 

 A influência positiva de TDZ e BAP na germinação das sementes e consecutivo sucesso 

na regeneração de plantas têm sido demonstrados, principalmente em soja, leguminosas não 

arbóreas, Rosa sp, e cinamomo (KONG et al., 2009; KUCHARSKA e ORLIKOWSKA, 2009; 

SHAN et al., 2005). Em geral a influência do pré tratamento na germinação potencializa a 

organogênese in vitro em estruturas como nó cotiledonar, hipocótilos e outros explantes, 

induzindo a competência organogenética do tecido (SHAN et al., 2005). 

Figura 7- Organogênese indireta em Tectona grandis, gemas adventícias sendo formadas in vitro em 

calos com 60 dias em cultivo em meio MS+1mg.L
-1

 de BAP+0,51mg.L
-1

 de GA3. a- Calo 

friável com características morfogenéticas (barra=1cm), b- gema adventícia em início de 

desenvolvimento e c- plântula já apresentando nós e entrenós (barra 5mm). Seta mostrando a 

formação de gemas e brotos 
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 Em Arabidopsis thaliana a formação de brotos também envolve uma indução de 

competência organogenética do tecido. Inicialmente explantes radiculares são incubados em meio 

0,04 mg.L
-1

 de Kin (cinetina) + 0,5 mg.L
-1 

de 2,4-D (ácido 2,4 diclorofenoxiacético) por quatro 

dias e transferidos para meio com 1 mg.L
-1

 de 2-iP (isopenteniladenina) e 0,2 mg.L
-1 

de AIA 

(ácido 3-indolacético) para a formação de gemas adventícias e formação de brotações. Os fatores 

moleculares responsáveis para aquisição de competência organogenética, ainda não são 

entendidos. Entretanto, em nível celular essa competência é adquirida quando células do periciclo 

sofrem uma única divisão periclinal, induzindo assim, a formação das gemas adventíceas 

(HOWELL et al., 2003). 

 Carmen et al. (2001) mostraram histologicamente que a aplicação de citocininas exógenas 

alteraram o desenvolvimento de meristemas axilares promovendo a proliferação das células 

meristemáticas e o aumento do número de primórdios de gemas que se originam a partir do 

meristema axilar já presente. 

 Não foram observadas diferenças significativas para os três diferentes explantes na 

porcentagem de plantas regeneradas nos 16 tratamentos, quando as sementes foram germinadas 

nas concentrações de 0,1 mg.L
-1

 e 0,5 mg.L
-1

 de BAP. Maiores taxas de regeneração foram 

observadas em explantes obtidos de sementes germinadas em 0,1 e 0,5 mg.L
-1

 de TDZ, sugerindo 

que o TDZ possui uma maior capacidade de induzir a organogênese de hipocótilos, nós e 

cotilédones de teca. Resultados similares foram encontrados para explantes cotiledonares por 

Sujatha et al. (2008) em Pongamia pinnata, onde maiores concentrações de TDZ potencializaram 

maiores taxas de regeneração dos cotilédones. 

 Houve certa tendência à regeneração nos meios que apresentavam baixas doses de BAP 

em conjunto com o GA3, provavelmente os meios com maiores doses de BAP, os níveis 

exógenos do biorregulador interagindo com o nível endógeno de citocinina, causaram efeito de 

supressão de regeneração. Interessante ressaltar que no caso do tratamento controle na 

germinação, os hipocótilos apresentaram maior regeneração nos meios com maiores 

concentrações de BAP, e nos tratamentos com germinação em BAP e TDZ, esse mesmo explante 

apresenta melhores resultados doses de 1,0 mg.L
-1

 de BAP. Isso aconteceu para a maioria dos 

explantes, sugerindo um efeito residual do pré tratamento com TDZ e BAP na regeneração. 

 Houve diferenças significativas (p<1%) entre os meios de regeneração em relação a 

número de brotações (Anexo 8). As médias de número de brotos mostram que a presença de BAP 



 66 

e TDZ no momento da germinação influenciou maior número de brotações, sendo significativo 

estatisticamente, como aconteceu para frequência de regeneração. Os dados médios para número 

de brotações estão apresentados na Tabela 7. 

 A maior média de número de brotações (7,3) foi observada em hipocótilo no tratamento 

de 1 mg.L
-1 

BAP + 0,5 mg.L
-1

 GA3 e com pré tratamento de 0,1 mg.L
-1

 de BAP. Nesse mesmo 

pré tratamento e também em hipocótilo, foi onde observamos um maior número de brotações 

(4,15), quando comparados aos demais pré tratamentos. 

 Paiva Neto et al.  (2003), no cultivo in vitro de hipocótilos de Bixa orellana e, Singh et al. 

(2002) em regeneração de hipocótilos de Psidium guajava, mostraram que elevadas 

concentrações de BAP promoveram redução no porcentual de explantes com brotações. No 

presente estudo não foi constatada essa influência para número de brotos em teca, uma vez que 

obtivemos até 5,5 brotos por explante responsivo em hipocótilos em meios com 5 mg.L
-1

 de  

BAP. 

 Os cotilédones foram muito heterogêneos e responderam a diferentes meios de 

regeneração, entretanto o meio com maior número de brotos foi na interação de 1 mg.L
-1

 de BAP 

+ 0,5 mg.L
-1

 de GA3 germinados em 0,5 mg.L
-1

 de BAP e 0,5 mg.L
-1

 de TDZ. Houve pouca 

influência de AIB na organogênese em cotilédones. Concentrações de BAP de 5 mg.L
-1

 

resultando em efeitos positivos quanto à proliferação de gemas e regeneração em brotos. Para 

Nim (Azadirachta indica), explantes cotiledonares cultivados em altas doses de (2,0 mg.L
-1

) de 

BAP promoveram a maior formação de calos com potencial morfogênico (RODRIGUES et al. 

2009). O pré tratamento em 0,1 e 0,5 mg.L
-1 

de TDZ foram os que mais influenciaram a 

regeneração de cotilédones nos tratamentos testados (Tabela 7). Um média de 2,25 e 2,14 brotos 

foi observada nesses dois pré tratamentos, respectivamente. 

 

 

 



 

Meios de regeneração 
Meios de germinação (mg.L

-1
) 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- ---------------------------------------------- 

 (mg.L
-1

) 

---------------------- 

 MS 

-------------------------- 

0,1BAP 

------------------------- 

0,5BAP 

----------------------------- 

0,1TDZ 

---------------------- 

0,5TDZ 

---------------------------------------- 

BAP AIB GA3 N C H N C H N C H N C H N C H 

0 0 0 0 Aa 0Aa 0Ea 0Ca 0Aa 0Ga 0Fa 0Ca 0Ea 0Ca 0Aa 0Da 0Ea 0Ca 0Fa 

1 0 0 0 Aa 0Aa 0Ea 0Cb 0Ab 2,3EFa 0Fb 0Cb 1,7Da 3,5 Aa 0Ab 1,0Cab 2,7ABCa 0Cb 2,3Da 

3 0 0 0 Ab 0Ab 5,7 Aa 0Cb 0Ab 4,3Ca 2,0CDb 0Cc 3,5BCa 2,3ABa 0Ab 0Db 2,0BCDa 2,0Ca 2,0Da 

5 0 0 0 Ab 0Ab 1,5 Da 0Cb 0Ab 2,3Fa 0Fa 0Ca 0Ea 0Cb 2,0Ab 4,0Ba 0Eb 2,7Aa 2,0Da 

0 0,5 0 0Aa 0Aa 0Ea 0Ca 0Aa 0Ga 0Fa 0Ca 0Ea 0Ca 0Aa 0Da 0Ea 0Ca 0Fa 

1 0,5 0 0Ab 0Ab 2,3 Ca 1,0 Ba 0Ab 0Gb 5,5Aa 0Cc 3,0Cb 2,5ABb 0Ac 4,0Ba 1,6CDa 1,0Bb 0Fc 

3 0,5 0 0Aa 0Aa 0Ea 2,5 Ab 0Ac 3,7CDEa 2,2Cb 0Cc 4,0ABa 1,5ABb 0Ac 4,3Ba 2,0BCDb 0Cc 3,0Ca 

5 0,5 0 0Ab 0Ab 5,0Aba 0Cb 0Ab 4,5BCa 0Fb 0Cb 3,7BCa 1,0BCb 0Ac 2,7Ba 0Ec 1,0Ba 1,0DEa 

0 0,5 0,5 0Aa 0Aa 0Ea 0Cb 0Ab 3,5CDa 0Fb 0Cb 3,0Ca 1,0BCa 0Ab 0Db 4,0Aa 0Cb 5,0BCa 

1 0,5 0,5 0Ab 0Ab 3,5Ba 0Cb 0Ab 2,5DEFa 1,0 Eb 1,0Bb 2,3Da 3,2ABb 2,5Ac 4,8Ba 2,4ABCb 0Cc 5,0BCa 

3 0,5 0,5 0Aa 0Aa 0Ea 0Ca 0Aa 0Ga 1,5DEa 0Cb 0Eb 2,5ABa 0Ab 3,7Ba 2,7ABCa 0Cc 1,0DEb 

5 0,5 0,5 0Aa 0Aa 0Ea 1,0Bb 0Ac 5,5Ba 2,0CDb 0Cc 3,3BCa 1,3ABCb 0Ac 3,7Ba 2,0BCDa 0Cc 1,0DEb 

0 0 0,5 0Aa 0Aa 0Ea 1,0Ba 0Ab 0Gb 3,0Bb 0Cc 5,0Aa 0Ca 1,5Ab 0Da 1,3CDa 0Cb 1,0DEa 

1 0 0,5 0Ab 0Ab 1,0Da 0Cb 0Ab 6,9Aa 0Fc 3,0Ab 5,0Aa 1,3ABCb 0Ac 7,0Aa 3,2ABb 4,0Ab 7,0Aa 

3 0 0,5 0Ab 0Ab 1,0Da 1,5Bb 0Ac 4,5BCa 1,7CDa 0Cb 0Eb 3,3Aa 3Ab 3,0Ba 1,0Db 0Cc 5,0BCa 

5 0 0,5 0Ab 0Ab 1,0Da 1,0Bb 0Ac 5,3Ba 0Fb 0Cb 3,5BCa 2,0ABb 0Ac 4,3Ba 2,0BCDb 0Cc 5,5ABa 

Médias seguidas por mesma letra maiúscula nas colunas e, médias seguidas por mesma letra minúscula nas linhas, não diferem significativamente pelo teste de Tukey, respectivamente 

ao nível de 5% de probabilidade de erro. 

 

Tabela 7 - Valores médios do número de brotações de nó cotiledonar (NC), cotilédone (COT) e hipocótilo (H) de Tectona grandis germinados em meio MS sem biorreguladores e 

suplementado com diferentes concentrações de citocininas (BAP e TDZ), após 80 dias de cultura 
6

7
 



 Os melhores resultados em hipocótilos (Figura 8) foram observados na interação 1,0 

mg.L
-1

 de BAP + 0,5mg L
-1

 de GA3 (em pré tratamentos com 0,1 mg.L
-1

 de TDZ), apresentando 

uma média de 7,0 brotos por explante responsivo. No caso de nó cotiledonar, a interação foi em 1 

mg.L
-1

 de BAP + 0,5mg L
-1

 de AIB, com média de 3,2 brotos (em pré tratamentos com 0,1 mg.L
-

1
 de TDZ).   

 

 

Figura 8- Morfologia de explantes hipocotiledonares obtidos de plântulas com 20 dias de germinação e regenerados 

em meio MS acrescido de 1 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de GA3 com 30 dias. a) MS, b) MS + 0,1 mg.L
-1

 

BAP, c) MS + 0,5 mg.L
-1

 BAP, d) MS + 0,1 mg.L
-1

 TDZ e e) MS + 0,5 mg.L
-1

 TDZ. Barra= 0,5cm 

 

 Neste estudo a regeneração de teca a partir de segmentos cotiledonares ocorreu também 

por organogênese indireta, os explantes inoculados em meio para regeneração apresentaram, após 

o período de escuro, certo intumescimento na base do pecíolo e, em média após 20 dias, as 

primeiras gemas já eram evidentes (Figura 9). Elas iniciaram como pequenos pontos esverdeados 

juntamente a área expostas ao meio de cultura e, após 25 dias, pequenas folhas já eram evidentes. 

Resultados similares foram obtidos por Kucharska e Orlikowska (2009) em Rosa spp, onde o 
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pecíolo alargava-se apresentando um maior número de vasos condutores, os quais possuem uma 

maior quantidade de céluas meristemáticas. 

 

Figura 9- Processo de regeneração em cotilédone de teca. a) Segmento cotiledonar obtido de plântula germinada em 

0,1 mg.L
-1

 de TDZ aos 20 dias da germinação. b) Segmento de cotilédone em meio de regeneração (3 

mg.L
-1

 de BAP + 0,5mg L
-1

 de GA3) aos 20 dias de cultivo. c) Segmento de cotilédone em processo de 

regeneração (30 dias de cultivo) e d) Segmento de cotilédone em processo de regeneração (50 dias de 

cultivo). Barra branca= ±1cm; Barra preta=±3 cm; seta preta= Base de inserção do pecíolo; setas brancas= 

gemas sendo formadas 

 

 Os explantes de cotilédones oxidaram com mais frequência havendo a necessidade de um 

maior número de transferência que os demais explantes.  

 Houve influência do pré tratamento na germinação e dos tratamentos para regeneração 

também para altura das brotações. Ocorreram diferenças significativas (p<0,01) (Anexo 9) para 

altura dos explantes e suas médias estão apresentadas na Tabela 8. Uma amplitude de 0,4 a 4,0 

cm foi observada na elongação das brotações. As menores alturas foram observadas no meio de 
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cultura com 5 mg.L
-1 

de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de AIB e no pré tratamento com 0,5 mg.L
-1

 de TDZ e 

as maiores alturas foram observadas em 1 mg.L
-1 

de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de GA3, tanto para pré 

tratamentos em 0,5 mg.L
-1

 de BAP quanto para 0,5 mg.L
-1

 de TDZ. Essas maiores alturas no 

tratamento (1 mg.L
-1 

de BAP + 0,5 mg.L
-1

 de GA3) podem estar relacionadas ao efeito do ácido 

giberélico (GA3), influenciando o aumento do comprimento das brotações. Sabe-se que o ácido 

giberélico atua como regulador da divisão e alongamento das células (TAKAHASHI et al., 

1988). Uma menor altura de explantes tratados com doses relativamente altas de BAP é citado 

por Silva et al. (2003) em Prunus. Esses autores demonstraram que em doses de 0,1 mg.L
-1

 de 

BAP as plantas possuíam uma média de 8,8 mm, passando para 5,8 mm na concentração de 2,0 

mg.L
-1

 do biorregulador. Resultados similares da interação entre BAP e alongamento das 

brotações foram constatados por Leontiev-Orvov et al. (2000a; 2000b), onde os autores citam 

uma diminuição de 55% no tamanho das brotações com o aumento de BAP no meio de cultura. 



 

 

Meios de regeneração 
Meios de germinação (mg.L

-1
) 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- ---------------------------------------------- 

 (mg.L
-1

) 

---------------------- 

 MS 

------------------------------ 

0,1BAP 

--------------------------------- 

0,5BAP 

---------------------------------- 

0,1TDZ 

------------------------------------- 

0,5TDZ 

-------------------------------------- 

BAP AIB GA3 N C H N C H N C H N C H N C H 

0 0 0 0 Aa 0 Aa 0 Ba 0 Ca 0 Aa 0 Ca 0 Da 0Ca 0 Da 0 Ea 0Ba 0Ea 0Ea 0 Ca 0Da 

1 0 0 0 Aa 0 Aa 0 Ba 0 Cb 0 Ab 1,17ABa 0 Db 0Cb 1,7Aa 1,8ABb 0Bc 2,3Aa 1,3BCa 0Cb 1,0Ba 

3 0 0 0 Ab 0 Ab 1,07Aa 0 Cb 0 Ab 1,0Ba 1,5Ba 0Cb 1,0Ba 1,3BCDa 0Bb 0 Eb 1,0CDa 2,0Ba 1,0Ba 

5 0 0 0 Ab 0 Ab 1,0Aa 0 Cb 0 Ab 1,0Ba 0Da 0Ca 0 Da 0Ec 2,2Aa 1,8ABb 0Eb 1,7Ba 1,0Ba 

0 0,5 0 0Aa 0 Aa 0 Ba 0 Ca 0 Aa 0 Ca 0Da 0Ca 0 Da 0Ea 0Ba 0Ea 0 Ea 0Ca 0Da 

1 0,5 0 0Ab 0 Ab 1,0 Aa 1,3Aa 0 Ab 0 Cb 2,0Aa 0Cb 1,0Bb 1,4BCDa 0Bb 1,4BCDa 1,0CDa 2,0Ba 0Db 

3 0,5 0 0 Aa 0 Aa 0 Ba 1,3Aba 0 Ac 1,0Bb 1,3BCa 0Cb 1,7Aa 1,3CDa 0 Bc 1,0Db 1,3BCa 0Cb 1,3ABa 

5 0,5 0 0 Ab 0 Ab 1,0 Aa 0 Cb 0 Ab 1,3ABa 0 Db 0Cb 1,0 Ba 1,0Da 0 Bb 1,0Da 0Ec 2,0Ba 0,40Cb 

0 0,5 0,5 0 Aa 0 Aa 0 Ba 0 Cb 0 Ab 1,0Ba 0 Db 0Cb 1,0Ba 1,0Da 0 Bb 0Eb 2,7Aa 0Cb 1,3Bb 

1 0,5 0,5 0 Ab 0 Ab 1,0 Aa 0 Cb 0 Ab 1,0 Ba 1,0Ca 1,5Ba 1,3Ba 1,2CDb 2,4Aa 1,2Db 1,4BCa 0Cb 1,3ABa 

3 0,5 0,5 0 Aa 0 Aa 0 Ba 0 Ca 0 Aa 0Ca 1,0Ca 0Cb 0 Db 2,0Aa 0Bc 1,4CDb 1,0CDa 0Cb 1,3Ba 

5 0,5 0,5 0 Aa 0 Aa 0 Ba 1,0 Bb 0 Ac 1,25ABa 1,3BCa 0Cb 1,0 Ba 1,7ABCa 0Bb 1,7BCa 1,5Ba 0Cb 1,0Ba 

0 0 0,5 0 Aa 0 Aa 0 Ba 1,5Aa 0 Ab 0 Cb 1,0 Ca 0Cb 1,0 Ba 1,0 Db 2,5Aa 0Ec 1,0CDa 0Cb 1,0Ba 

1 0 0,5 0 Ab 0 Ab 1,0 Aa 0 Cb 0 Ab 1,0 Ba 0Db 4,0Aa 1,0 Bb 1,3BCDa 0Bb 1,3CDa 1,0CDb 3,0Aa 1,0Bb 

3 0 0,5 0 Ab 0 Ab 1,0 Aa 1,0 Ba 0 Ab 1,0 Ba 1,0Ca 0Cb 0 Db 1,3BCDb 2,7Aa 1,0Dc 1,0CDa 0Cb 1,0Ba 

5 0 0,5 0 Ab 0 Ab 1,0 Aa 1,0 Bb 0 Ac 1,33 Aa 0Db 0Cb 1,3BCa 1,0 Da 0 Bb 1,12 Da 0,80 Db 0Cb 1,75Aa 

Tabela 8- Valores médios da altura das brotações regeneradas de nó cotiledonar (N), cotilédone (C) e hipocótilo (H) de Tectona grandis germinados em meio MS 

sem biorreguladores e suplementado com diferentes concentrações de citocininas (BAP e TDZ) , após 80 dias de cultura 

 

Médias seguidas por mesma letra maiúscula nas colunas e, médias seguidas por mesma letra minúscula nas linhas, não diferem significativamente pelo teste de Tukey, respectivamente 

ao nível de 5% de probabilidade de erro. 
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 Os explante s reagiram de forma diferente em meios com relativa proximidade dos 

biorreguladores, dificultado dessa forma a análise dos dados e a validação dos nossos resultados 

com a literatura de espécies lenhosas, uma vez que a literatura da teca para organogênese é muito 

escassa. Dessa forma, pode-se inferir que o material vegetal utilizado seja responsável por parte 

dessa variação. O material utilizado é proveniente de populações seminais variáveis e de 

polinização aberta. Diferenças entre progênies indicam que fatores genéticos controlam os 

processos de desenvolvimento in vitro (CHRISTIANSON e WARNICK, 1983). Além disso, a 

nutrição mineral também participa na regulação morfogênica (RAMAGE e WILLIAMS, 2002), 

assim como o balanço dos reguladores de crescimento determina o potencial de regeneração 

(ZAFFARI et al., 2000). 

 Tratando-se da variabilidade genética da teca, podemos citar os estudos de Inza Jesus 

Fofana, mais especificamente de Fofana et al. (2009), que a partir de marcadores moleculares 

SSR encontraram altas taxas de heterozigosidade (até 0,79) e baixas taxas de autofecundação 

(entre 0,081 e 0,369) o que caracteriza sementes muito variáveis genotipicamente, dificultado 

ainda mais o processo de regeneração in vitro.  

 

4.4 Efeito de diferentes fontes de carbono 

 

 As fontes de carbono são componentes importantes do processo de cultura in vitro, elas 

são empregadas como fonte de energia e também são reguladores osmóticos do meio (FERRIE et 

al., 1995). Todavia trabalhos desenvolvidos com várias espécies mostraram que a troca do tipo de 

carboidrato pode aumentar a eficiência da regeneração. 

 Verificou-se pela análise de variância que não existiu interação entre explante e fonte de 

carbono (Anexo 10). Entretanto, houve diferenças estatísticas (P<0,01) para a porcentagem de 

regeneração nos açúcares. 

 Nesse trabalho a sacarose foi o açúcar que propiciou a maior taxa de regeneração, seguida 

pela glicose (Tabela 9). Segundo Caldas et al. (1998), a sacarose é o carboidrato mais utilizado 

nos meios nutritivos, pois esse açúcar suporta as mais altas taxas de crescimento na maioria das 

espécies, além de ser o açúcar mais encontrado na seiva de plantas. 
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Tabela 9 - Porcentagem de explantes de Tectona grandis regenerados em função da fonte de carbono no meio de 

cultura in vitro 

Fonte de Carboidrato Porcentagem de Explantes regenerados 

Sacarose 43 A 

Maltose 17 BC 

Galactose 12 BC 

Sorbitol 0 C 

Glicose 27 AB 

Manitol 0 C 
Médias seguidas por mesma letra não diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade de erro. 

 Menores taxas de regeneração foram obtidas em maltose e galactose; manitol e sorbitol 

inibiram completamente a regeneração, este fato pode ser explicado pela possibilidade da teca em 

não possuir mecanismos necessários para metabolizar os açúcares álcoois (sorbitol ou manitol), 

ao contrário de algumas espécies de Rosaceas (COFFIN et al., 1976), e tenha utilizado toda a 

sacarose para produzir energia necessária ao desenvolvimento de calos. Com isso, os explantes 

provenientes dos tratamentos com esses dois alcoóis consumiram as reservas do meio mais 

rapidamente, apresentando, assim, inibição na formação de plantas. Outra possibilidade seria o 

efeito tóxico do sorbitol e manitol no cultivo da teca, esses efeitos nocivos do manitol no 

crescimento foram descritos por Lemos e Baker (1998) em internós de Annona muricata 

cultivados in vitro. 

 Em espécies arbóreas, os meios de cultura estão sendo cada vez mais otimizados e a 

procura de melhores fontes de carbono, bem como outros fatores que influenciam positivamente 

o desenvolvimento in vitro, estão em constante aperfeiçoamento. Em meio de cultura para 

Quercus suber, brotos axilares foram utilizados na presença de 20 g.L
-1

 de sacarose para a 

indução de embriões somáticos (CHALUPA, 1993). O manitol na concentração de 30 g.L
-1 

foi 

considerado a melhor fonte de carbono em explantes de Olea europaea, comparado com a mesma 

concentração de sacarose, os autores observaram aumento de duas vezes na quantidade de brotos 

por explante (GARCIA et al., 2001). Na presença de 20 g.L
-1

 de sorbitol, Pyrus pyrifolia 

apresentou um aumento de 25% de brotos, quando comparado com as mesmas concentrações de 

sacarose e 42% para glicose (KADOTA et al., 2001). Em Hevea brasiliensis, a maltose aumentou 

em 85% a eficiência na formação de embriões somáticos do que sacarose e 82% para a glicose, o 

segundo açúcar mais responsivo (BLANC et al., 1999). 
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 Os efeitos interativos do tipo de carboidrato e genótipo foram importantes para a 

proliferação de gemas em Vaccinium vitis. A melhor resposta foi observada em 20 g.L
-1

 de 

sacarose tanto para a regeneração quanto para o desenvolvimento. Embora a glicose a 10 g.L
-1

 

tenha influenciado de forma positiva o crescimento no genótipo 'NL1' (DEBNATH, 2005). 

Mostrando diferentes exigências ou necessidades para cada explante e genótipo. 

 O número de brotações por explante foi influenciado pela fonte e dose de carboidratos em 

Pfaffia glomerata, as doses de 15 g.L
-1

 e 30 g.L
-1 

da sacarose apresentaram efeito semelhante ao 

da lactose para as mesmas concentrações, onde houve o menor número de brotações por explante 

(NICOLOSO et al., 2003). Esse mesmo autor observou que a partir de 45 g.L
-1

 o efeito da 

sacarose igualou-se ao da frutose e maltose, e essas fontes foram superiores a glicose, que reduziu 

o número de brotações. Em qualquer dose das fontes de carbono testadas, o mais alto número de 

brotações obtido (média = 1,80) foi semelhante àquele observado para mesma espécie por 

Nicoloso et al. (2001), demonstrando que a Pfaffia glomerata não apresenta grande plasticidade 

quanto ao número de brotações, inferindo mais uma vez sobre o efeito do genótipo na 

regeneração em diferentes fontes de carbono. 

 Contudo, pelos dados apresentados e de acordo com George (2007), o sorbitol usualmente 

não é metabolizado pelas plantas, e sua atuação frequentemente está relacionada em modificar o 

potencial osmótico do meio de cultura. De acordo com Mello et al. (2001), o sorbitol foi 

ineficiente para o crescimento in vitro de Bauhinia forficata L., Curcuma zedoaria e Phaseolus 

vulgaris L., esses dados corroboram com os dados em teca, onde o sorbitol inibe a organogênese. 

4.5 Análise histológica 

 

 Pela análise histológica realizada nos segmentos de hipocótilo obtidos de plântulas 

germinadas em meio MS acrescido de 0,1 mg.L
-1

 de TDZ após 20 dias, notou-se que não haviam 

gemas pré formadas (Figura 10a, b e c) e após 28 dias de cultivo em meio de regeneração (MS + 

1,0 mg.L
-1

 de BAP + 0,5 mg.L
-1

 GA3), foi possível verificar respostas morfogênicas. Esse 

explante representa um alvo em potencial para transformação genética, atingindo porcentagens de 

regeneração de até 60%, com média de 7,0 brotos por explante responsivo, observou-se ainda, 

que sua estrutura apresenta-se formada pelos tecidos meristemáticos protoderme, meristema 

fundamental e procâmbio.  
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Figura 10 - Análise histológica do processo organogenético em teca (T. grandis) a partir de segmento de hipocótilo. 

a-c) cortes longitudinais de segmento de hipocótilo aos 20 dias de germinação em meio MS, (mf) 

meristema fundamental, (pt) protoderme, (pr) procâmbio. d-f) cortes histológicos de hipocótilos de teca 

em regiões de indução organogênica indireta, gemas adventícias- (pf) primórdio foliar e (ma) meristema 

apical. g-h) segmento de hipocótilo em 28 dias no meio de regeneração (1,0 mg.L
-1

 de BAP +  0,5 mg.L
-

1
), (pf) primórdio foliar. Barra horizontal: 50µM, Barra vertical: 5mm 
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 Após 28 dias de cultivo in vitro desses explantes em meio de regeneração notou-se o 

desenvolvimento de calos nas extremidades dos segmentos. Esses calos foram formados 

provavelmente pela desdiferenciação da protoderme e procâmbio e a partir dessas estruturas 

observamos a formação das gemas adventícias, as quais deram origem a plântulas (Figura 10 d-

h). 

 O procâmbio e futuramente os tecidos vasculares são regiões meristemáticas que possuem 

alta capacidade organogenética (CHOI et al., 2003; MIRANDA et al., 1999), sendo muito 

utilizados nos processos de morfogênese in vitro. Desta forma, o hipocótilo apresenta traços de 

uma zona de transição da raiz para uma parte aérea, ocorrendo um arranjo dos tecidos vasculares 

(ESAU, 1974). Essas mudanças na disposição dos tecidos vasculares sugerem complexas 

mudanças na distribuição hormonal (SIEBERER et al., 2003). Essas características dos tecidos 

vasculares do hipocótilo, além da idade, fazem deste um promissor explante para eventos 

organogéneticos (ASCOUGH et al., 2009). 

 Fica evidente pela Figura 10-d e 10-e que a gema é composta por primórdios foliares, com 

uma protoderme bem desenvolvida e um meristema apical evidente. O processo de xilogênese 

(conexão vascular da gema com o explante) deveria ter ocorrido anteriormente a essas duas 

estruturas, entretanto isso não foi verificado. Provavelmente a partir desses órgãos pré-

estabelecidos o tecido vascular se originaria secundariamente, suprindo a gema com nutrientes. 

Salientamos que esse padrão organogenético é atípico e merece estudos mais aprofundados.  

 Células grandes com uma baixa relação núcleo/citoplasma foram verificadas nas 

estruturas abaixo das gemas formadas, essas características são claras evidencias de tecido 

indiferenciado, como tecido de calos. Dessa forma, verificou-se que a formação de gemas 

adventícias deu-se por organogênese indireta. Miranda et al. (1999) observaram essas mesmas 

características em hipocótilos de Stellaria longipes, os mesmos autores citam ainda, como em 

nosso trabalho, a formação de gemas pela diferenciação de células do parênquima vascular. 

 Tavano (2008) mostrou que em Citrus wolkameriana e C. aurantium o processo 

organogenético ocorre de forma similar em segmentos de epicótilos, entretanto a xilogênese se 

desenvolveu de forma normal. Em urucum (Bixa orellana) as gemas adventícias formaram-se a 
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partir de camadas da epiderme e tecidos do córtex, isso quando os tecidos estavam sob influência 

de TDZ (PAIVA NETO et al., 2003). 

 Indícios da origem das gemas adventícias são de grande importância quando se pretende 

estabelecer protocolos de organogênese in vitro visando posterior uso em processos de 

transformação genética. Para a obtenção de uma plântula transgênica é necessário o contato e 

infecção da Agrobacterium com as células que irão se diferenciar em gemas adventícias 

(MIRANDA et al., 1999). 

 

4.6 Efeito de antibióticos para seleção e obtenção de plantas transgenicas  

 

4.6.1 Higromicina 

 

 O gene hpt (higromicina fosfotransferase) sintetiza uma quinase que inativa o antibiótico 

higromicina por meio de sua fosforilação (RAO et al., 1983). Desde a descoberta deste gene a 

higromicina tornou-se um antibiótico muito usado na seleção de células transgênicas em 

protocolos de transformação genética.  

 Com base na análise de variância, verificamos que não existiu interação entre explante e 

concentração de higromicina, entretanto foram observados efeitos significativos na regeneração 

dos diferentes explantes (P<0,05) e diferentes concentrações de higromicina (P<0,01) (Anexo 11 

e Tabela 10). 

 Resultados positivos da utilização de higromicina como agente seletivo em protocolos de 

transformação de várias espécies estão disponíveis na literatura, entretanto para a teca apenas 

dois relatos são encontrados. Segundo Norwati et al. (2003; 2007) 10 mg.L
-1

 desse antibiótico é 

capaz de selecionar com 100% de eficiência os tecidos transgênicos de teca dos não tecidos não 

transgênicos após o processo de transformação por bombardeamento. É importante salientar que 

esse autor utilizou gemas laterais como tecidos alvo e, consequentemente, uma dose maior de 

higromicina para a seleção é necessária. Os explantes aqui estudados possuem outras 

características, morfológicas e fisiológicas, que tornaram necessária a avaliação desse antibiótico 

antes de submetê-los a transformação genética. Para os nossos resultados observamos alta 

sensibilidade de teca a higromicina. 
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Tabela 10 - Porcentagem de regeneração de hipocótilo, cotilédone e nó cotiledonar de Tectona grandis em função de 

doses de higromicina que regeneraram plantas (0,0; 1,0 e 2,5 mg.L
-1

 de higromicina) 

Tipo de Explante 
Média de explantes resp. em doses que 

regeneraram plantas 

Cotilédone 4,62 B 

Nó 14,07 A 

Hipocótilo 10,36 AB 

Médias seguidas por mesma letra não diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade de erro. resp. = responsivo 

 

 Doses acima de 1,0 mg.L
-1 

influenciaram negativamente a regeneração em todos os 

explantes testados (Tabela 11). A análise dos dados nos sugere que a teca possui alta 

sensibilidade a tal antibiótico e que concentrações de 2,5 mg.L
-1

 já são capazes de diminuir cerca 

de 7 vezes a regeneração, sendo que doses de 3 mg.L
-1

 inibem totalmente a formação de 

brotações, deixando o tecido necrótico a partir da segunda semana. 

 

Tabela 11 - Médias da porcentagem de regeneração em hipocótilo, cotilédone e nó cotiledonar de Tectona grandis 

em função das doses de higromicina 

Concentração % de regeneração 

0,0 (controle) 44,45 A 
1,0 17,50 B 

2,5 6,00 BC 

3,0 0,00 C 

3,5 0,00 C 

4,0 0,00 C 

5,0 0,00 C 

7,5 0,00 C 

10,0 0,00 C 

Médias seguidas por mesma letra não diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade de erro. Resp. = responsivo. 

 No tratamento controle as brotações apresentam-se vigorosas, verdes e com múltiplos 

brotos, no entanto nas doses acima de 1,0 mg.L
-1

 os brotos regenerados apresentam tamanho bem 

inferior a testemunha, cloróticos (hipocótilos) e/ou escurecidos (nó e cotilédones) e esses 

morreram após a 3ª semana de cultivo in vitro (Figura 11). Essa característica clorótica pode ser 
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explicada, pois a higromicina é um antibiótico que atua na proteína ribossomal 80s, bloqueando a 

síntese de proteínas em eucariotos (EADY e LISTER, 1998). 

 

Figura 11 - Regeneração in vitro de nó cotiledonar (a), hipocótilos (b) e cotilédones (c) de Tectona grandis em 

presença de diferentes concentrações do antibiótico Higromicina. Da esquerda para direita: 

Regeneração em meio MS suplementado com 1 mg.L
-1

 de BAP +0,5 mg.L
-1

 de GA3 sem adição de 

higromicina (controle); 2,5 mg.L
-1

; 5,0 mg.L
-1

; 7,5mg.L
-1

 e 10 mg.L
-1

 de higromicina, respectivamente 

 

 Para selecionar com eficiência os tecidos transgênicos de teca, observamos que a 

concentração de 2,5 mg.L
-1

 de higromicina deve ser utilizada. As plantas inoculadas nessa 

concentração não morrem de imediato, o que permite que as células transgênicas possam se 

dividir e formar plântulas. 
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4.6.2 Timentin, Cefotaxima e Carbenicilina 

 

 Verificou-se pela análise de variância que existiu interação entre as variáveis analisadas 

(Anexo 12, 13 e 14). Não houve diferença significativa para a porcentagem de regeneração entre 

os explantes (cotilédones, hipocótilos e nós cotiledonares) e antibióticos (timentin, cefotaxima e 

carbenicilina) nas doses baixa (100 mg.L
-1

) e intermediária (300 mg.L
-1

) (Tabela 12). Todavia, os 

antibióticos timentin e cefotaxima mostraram positivo efeito na regeneração de plantas de teca, 

aumentando-a em 5% para cotilédones a 300 mg.L
-1

 de timentin, ou mesmo não prejudicando 

nessa mesma concentração em hipocótilos e nó cotiledonar. Em geral os melhores resultados de 

Cefotaxima e timentin para os três diferentes explantes foram obtidos para a dose baixa e 

intermediária, pois, doses altas (500 mg.L
-1

) desses mesmos antibióticos apresentaram efeito 

negativo na regeneração, diminuindo essa em 21% para hipocótilos, 64% para nó cotiledonar e 

25% em cotilédones. 

 

Tabela 12 - Porcentagem de regeneração a partir de segmentos de hipocótilo (H), nó cotiledonar (NC) e cotilédone 

(C) de Tectona grandis, sob influência de timentin (Ti), cefotaxima (Ce) e carbenicilina (Ca). As médias 

foram obtidas após cinco semanas de cultura 

Antibiótico (mg.L
-1

) 
Frequência de regeneração

a
 (%) 

H NC C 

Controle 50Aab 70Aa 30Ab 

100 Ti 40Aba 60Aa 30Aa 

300 Ti 50Aa 70Aa 35Aa 

500 Ti 16ABCab 45Aa 5Ab 

100 Ce 50Aa 70Aa 35Aa 

300 Ce 45Aa 57Aa 25Aa 

500 Ce 5BCb 45Aa 10Aab 

100 Ca 25ABCa 40Aa 10Aa 

300 Ca 0 Ca 0 Ba 0Aa 

500 Ca 0 Ca 0 Ba 0Aa 

a
Médias seguidas por mesma letra maiúscula nas colunas e, médias seguidas por mesma letra minúscula nas linhas 

não diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade de erro. 
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 A carbenicilina, para todas as concentrações e explantes testados apresentou influência 

negativa na regeneração, diminuindo ou mesmo inibindo a mesma. O uso de carbenicilina em 

processos de transformação ou mesmo na cultura de tecidos de teca mostrou-se inibitório, pois a 

partir de 300 mg.L
-1

 a regeneração ficou muito prejudicada chegando a inibições da ordem de 

100% para cotilédones, hipocótilos e nós cotilédonares (Figura 12 a, d e g). 

 

 

Figura 12 - Efeito de timentin, cefotaxima e carbenicilina em cotilédones, hipocótilos e nó cotiledonar na 

regeneração in vitro de Tectona grandis (barra=1cm). a, d, g- Efeito de carbenicilina em cotilédones, 

hipocótilos e nó respectivamente. b, e, h- Efeito de cefotaxima em cotilédones, hipocótilos e nó 

respectivamente e c, f, i- Efeito de timentin em cotilédones, hipocótilos e nó respectivamente. Em todas 

as figuras da esquerda para a direita diz respeito à explantes submetidos a concentrações de zero 

(controle) mg.L
-1

, 100 mg.L
-1

, 300 mg.L
-1

 e 500 mg.L
-1

 

 

 A partir de Holford e Newbury (1992), o grupo das penicilinas tem sido sugerido como 

substâncias que afetam a morfogênese das plantas pela degradação desses compostos a ácido 

fenilacético (APA), uma auxina natural (MILBORROW et al., 1975; WIGHTMAN e LIGHTY 

1982; BOSELA, 2009; ROBERT et al., 1989; LIN et al., 1995; NAUERBY et al., 1997; LING et 

al., 1998). Mais recentemente, Bosela (2009) avaliou o efeito dos antibióticos do grupo das 

ampicilinas (β-lactanos) na regeneração de Populus sp., e em conjunto avaliou também, 

citocininas e auxinas, incluindo o acido fenil acético (produto da degradação dos β-lactanos). O 

autor observou que esses antibióticos, bem como o do ácido fenil acético não induziram os 

mesmos efeitos observados para auxinas. O mesmo autor evidenciou que explantes de Populus 

submetidos à ANA respondem de forma negativa em relação à APA, inferindo que este composto 
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pode ser utilizado em cultura de tecidos de forma mais eficiente que certas auxinas para 

determinadas espécies. 

 Em cultura de tecidos de teca as auxinas não apresentam efeitos positivos na regeneração, 

via organogênese e/ou embriogênese, de plantas (BAGHEL et al., 2008) e a hipótese de 

degradação de penicilinas a APA pode ser válida para este caso. Outras pesquisas neste sentido 

devem ser realizadas para afirmações mais veementes, entretanto calos e ausência de regeneração 

são fortemente influenciados pela presença de auxina no meio de cultura (BAGHEL et al., 2008), 

assim como a presença de carbenicilina e doses mais elevadas de cefotaxima e timentin. 

 Em Stylosanthes goianensis cultivar ―Bandeirantes‖ a regeneração foi inibida de 66% para 

0% em meio de cultura com 250 mg.L
-1

 de cefotaxima porém para outro cultivar, denominado de 

―Mineirão‖, efeitos negativos não foram observados na mesma concentração (HOFFMANN e 

VIEIRA, 2000), indicando com isso que a influência de antibióticos na regeneração pode ser 

controlada pelo genótipo da planta em estudo.  

 Cefotaxima e timentin em cotilédones de Pinus pinea apresentaram positivas influências 

na obtenção de maior número de gemas que regeneraram plantas (HUMARAS e ORDÁS, 1999). 

Em Platanus acerifolia, timentin mostrou influenciar o aumento de regeneração em 24%, 

entretanto efeitos negativos foram observados nas concentrações de 100 e 500 mg.L
-1

. Para 

cefotaxima a regeneração foi significativamente reduzida em concentrações entre 100 e 500 

mg.L
-1 

(ZHI-NENG et al., 2007; LI et al., 2007). 

 A análise do número de brotos regenerados foi significativa entre timentin e cefotaxima 

para hipocótilo e nó cotiledonar, indicando que houve uma influência positiva para a dose de 100 

mg.L
-1

 e 300 mg.L
-1

. Para carbenicilina, houve um decréscimo gradual no número de brotos em 

todas as doses para esses explantes (Tabela 13). 

 Explantes cotiledonares apresentaram diminuição do número de brotos para todas as doses 

de antibióticos utilizados. No processo de transformação genética, os explantes cotilédonares 

podem ser utilizados, todavia, lavagens com antibióticos supressores da Agrobacterium devem 

ser feiras antes da inoculação desses em meios de cultura. Esse passo deve ser realizado para que 

não ocorram os efeitos negativos dos antibióticos no meio de cultura, como mostrado no presente 

trabalho. 
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Tabela 13 - Número de brotos por explante responsivo em de segmentos de hipocótilo (H), nó cotiledonar (NC) e 

cotilédone (C) de Tectona grandis, sob infulência de timentin (Ti), cefotaxima (Ce) e carbenicilina (Ca), 

após cinco semanas de cultivo 

Antibiótico (mg.L
-1

) 
Número de brotos regenerados por explante responsivo

a 

H NC MC 

Controle 2,0BCb 2,0Bb 4,0Aa 

100 Ti 2,8ABa 2,8Ba 3,0ABa 

300 Ti 3,2Ab 4,0Aa 2,8Bb 

500 Ti 1,4CDa 1,0Ca 1,0CDa 

100 Ce 2,0BCa 2,0Ba 2,0BCa 

300 Ce 3,0Aa 2,6Ba 2,6Ba 

500 Ce 1,0Db 2,0Ba 2,0BCa 

100 Ca 1,0Da 1,0Ca 1,0CDa 

300 Ca 0 Ea 0 Da 0 Da 

500 Ca 0 Ea 0 Da 0Da 

a
Médias seguidas por mesma letra maiúscula nas colunas e, médias seguidas por mesma letra minúscula nas linhas 

não diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

 

 Em Populus euphratica o número de brotos foi significativamente reduzido em 

concentrações de carbenicilina de 600 mg.L
-1

, além dos brotos ficarem estiolados e morrerem 

quando permaneciam nessa concentração por algumas semanas (XIA et al., 2006). Em nosso 

estudo, hipocótilos, nó cotiledonar e cotilédones no meio controle apresentaram alturas médias de 

20 mm, 20 mm e 30 mm, respectivamente. Já em meios com cefotaxima as alturas diminuíram 

para 10 mm em hipocótilos, 12 mm em nó e 20 mm em cotilédones. Alturas similares foram 

observadas em presença de timentin, onde a média para hipocótilos e nó cotiledonar foram de 15 

mm e 20 mm para cotilédones.  

 Novamente a carbenicilina foi o antibiótico menos eficiente, tendo alturas muito inferiores 

aos demais antibióticos, hipocótilos apresentaram em média 0,5 mm, seguidos de 0,8 mm em nós 

cotiledonares e 15 mm para cotilédones. 

 No caso das melhores concentrações de timentin, menores alturas dos regenerantes podem 

ser explicadas pelo aumento do número de brotos. Há um maior gasto de energia para a produção 
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de brotos em detrimento da altura das brotações. Para cefotaxima esse fato também ocorreu. Em 

cotilédones, mesmo com a diminuição da altura houve um menor número de brotos por explante 

responsivo. 

 Em nosso estudo 300 mg.L
-1

 de timentin e cefotaxima não inibiram a organogênese e 

influenciaram positivamente a quantidade de brotos regenerados. Com tais concentrações desses 

antibióticos, uma ampla gama de linhagens de Agrobacterium são inibidas, podendo ser 

utilizadas nos protocolos de regeneração. As linhagens mais utilizadas em processos de 

transformação genética são: EHA101, EHA105, LBA4404, C58, GV 3101 e GV 2260. A 

concentração dos antibióticos para a total eliminação de Agrobacterium é variável para os 

diferentes compostos, mas em geral doses de 150-400 mg.L
-1 

de timentin, 250-500 mg.L
-1

 de 

cefotaxima e 200-400 mg.L
-1 

de carbenicilina são suficientes para o a eliminação desses 

microorganismos do meio de cultura (MENDES et al., 2009; KIM et al., 2004; ZHI-NENG et al., 

2007; LI et al., 2007). 

 

4.7 Enraizamento de teca in vitro e aclimatação 

 

 A análise da variância (Anexo 15) não mostrou significância para a quantidade de raiz nos 

tratamentos testados (0,0; 0,1; 0,5; 1,0 mg.L
-1

 de ANA e AIB), entretanto houve diferenças 

significativas para porcentagem de enraizamento (Tabela 14). Esse efeito, provavelmente se deve 

a alta capacidade de rizogênese in vitro de teca quando se utiliza gemas apicais oriundas de 

sementes germinadas in vitro como fonte de explante. A quantidade de raízes variou de 1,4, para 

explantes cultivados em 1,0 mg.L
-1

 de ANA, para 4,2 em presença de 0,5mg.L
-1

 de AIB, nos 

tratamentos as médias ficaram em torno de 3,5 raízes por explante aos 30 dias.  

 O enraizamento foi mais uniforme dentro dos tratamentos, que entre os tratamentos. Essa 

variabilidade talvez seja devido ao material vegetal originário de semente que apresenta alta 

variabilidade genética. O genótipo, assim como os reguladores de crescimento (auxinas), estão 

entre fatores mais importantes para o sucesso no enraizamento in vitro (DEKLERK et al., 1997; 

ROGALSKI et al., 2003).  
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 Tabela 14 - Médias da porcentagem de enraizamento in vitro de gemas laterais de Tectona grandis em meio de 

cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescido de AIB e ANA (0,1; 0,5 e 1,0 mg.L
-1

), após 30 

dias de cultura 

Biorreguladores (mg.L
-1

) Porcentagem de Regeneração 

0,0 (Controle) 55,0 AB 

0,1 ANA 60,0 AB 

0,5 ANA 60,1 AB 

1,0 ANA 16,7 B 

0,1 AIB 55,0 AB 

0,5 AIB 65,0 A 

1,0 AIB 25,0 AB 

Médias seguidas por mesma letra não diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade de erro. 

 Após dez dias observou-se o início da formação de raízes com a presença de 

protuberâncias na base dos alguns explantes. Enquanto, explantes que apresentaram esse tipo de 

alteração tiveram certa dificuldade de emissão de raízes. Verificou-se também, que a 

concentração de 0,5 mg.L
-1

 de AIB e ANA favoreceu a rizogênese, enquanto que a concentração 

de 1 mg.L
-1

 de AIB e  ANA reduziu o enraizamento. 

 Apesar dos tratamentos com 0,5 mg.L
-1

 de AIB e ANA não diferirem significativamente, 

foram os que mais proporcionaram enraizamento (Tabela 14), além de apresentarem raízes mais 

vigorosas. Apesar de Centellas et al. (1999) e Erig et al. (2004) obterem apenas 5% (Malus 

domestica) e 0% (Cydonia oblonga) de enraizamento na ausência de biorreguladores para essas 

duas espécies lenhosas, o presente trabalho mostra que altas taxas de enraizamento podem ser 

obtidas para outras espécie arbóreas, como a teca.  

 Em cultivo in vitro, Tiwari et al. (2002) enraizaram gemas de T. grandis vindas de plantas 

com 45 anos de idade com 77% de eficiência em presença de pré tratamentos, de imersão por 

dois minutos em presença de 2mg.L
-1

 de AIB. Gyves et al. (2007), entretanto,  obtiveram 

enraizamento em T. grandis vindas de brotos de casa de vegetação, com 100% de eficiência em 

0,5mg.L
-1

 de AIB + 160mg.L
-1

 de putrecina, corroborando com nossos resultados.  Também 

trabalhando com T. grandis in vitro, Shirin et al. (2005) induziram a rizogênese (67%) em 

explantes provindos de árvores de 60 anos,  utilizando 2,7 mg.L
-1

 de ANA. Nenhum dos autores 

relatou dificuldade em enraizar T. grandis in vitro, no entanto, no presente trabalho, se observou 

um efeito positivo com a utilização de auxinas para obtenção de altas taxas de enraizamento. As 
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auxinas AIB e ANA são as mais indicadas e usadas no enraizamento de plantas lenhosas 

(LEOPOLD e KRIEDERMANN, 1975; MELO et al., 2001). 

 Os resultados obtidos para teca são muito promissores, uma vez que não é necessária a 

utilização de biorreguladores no desenvolvimento de raízes in vitro, diminuindo custos no 

processo de micropropagação. O meio de cultura desprovido de auxinas pode ser suficiente para a 

emissão de raízes, isso pode ser determinado pelo genótipo/espécie (THORPE, 1991).  

 Para o processo de aclimatização, foram transplantadas 58 plantas com tamanho 

aproximados de 5 cm para condições ex vitro. Observamos facilidade de aclimatização das 

plantas de teca, onde obtivemos um total de 60% de sobrevivência (Figura 13). 
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Figura 13 - Enraizamento in vitro e aclimatização de teca. a) sequência de enraizamento in vitro em meio MS. 

Esquerda para a direita: Explantes com 5, 22, 30, 42 e 70 dias de cultura in vitro. b) plântula de 70 dias 

de cultivo in vitro transferida para casa de vegetação. c) mudas de teca com 72 dias em de cultivo em 

casa de vegetação. Barra= 5cm 
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4.8 Transformações genética de teca via A. tumefaciens e bombardeamento de 

micropartículas 

 

 Foi utilizado para os processos de transformação um total de 1348 explantes. Sendo assim 

divididos: 206 segmentos de nó cotiledonar, 150 segmentos de hipocótilo e 260 segmentos de 

cotilédones para o processo com Agrobacterium. E também 266 segmentos de nó cotiledonar, 

166 segmentos de hipocótilo e 300 segmentos de cotilédones para o processo de biolística. Os 

explantes utilizados foram obtidos de plântulas germinadas em 0,1 mg.L
-1

 de TDZ, essa 

concentração foi a escolhida por influenciar uma maior frequência de regeneração e maior 

quantidade de brotos por explante, potencializando o processo de transformação.  

 A etapa inicial de infecção consiste na fixação da bactéria à célula vegetal do explante (na 

região de ferimento), em resposta da bactéria a certos compostos fenólicos produzidos pelo 

hospedeiro, tais como acetoseringona. Esses compostos induzem a atividade dos genes vir 

codificados nos plasmídeos Ti. Com o intuito de aumentar a eficiência de transformação, 

testamos três concentrações de acetoceringona (50, 100 e 200 mM) e dois tempos de suspensão 

dos explantes com a agrobactéria (10 e 20 minutos), tempos maiores não foram realizados, pois 

os explantes de teca apresentam altos índices de oxidação, liberando um composto de coloração 

avermelhada, que deixa o explante totalmente escuro, inviabilizando os processos subsequentes. 

 A linhagem EHA105 de A. tumefaciens, contendo a construção pBA1 foi pré cultivada em 

3 mL de meio YEB (VERVLIET et al., 1975) acrescido de 50 μg.mL
-1

 de canamicina e 30 

μg.mL
-1

 de estreptomicina e 50 μg.mL
-1

 de rifampicina, sob agitação a 28 ºC durante 16 horas. 

Após, as células foram passadas para um volume de 50 mL com as mesmas concentrações de 

antibióticos e cultivados até que a densidade óptica (DO660) atingisse 0,6-0,8. Os 50 mL da 

solução de bactérias foram transferido para um tubo de ultra centrífuga estéril e centrifugado a 

5000 g por 5 minutos. O meio de cultura foi descartado e as bactérias foram ressuspendidas em 

50 mL de solução NaCl (0,85%) acrescido  das concentrações de acetoceringona.  

 Os explantes foram excisados das plântulas e incubados nos tempos testados. Em seguida, 

cada explante foi transferido para seu respectivo meio de regeneração e mantidos a 25 
o
C durante 

dois dias para a infecção (co-cultivo). Após este procedimento, os explantes foram transferidos 
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para novo meio suplementado por 300 mg.L
-1

 de timentin para a supressão de Agrobacterium e 

2,5 mg.L
-1

 de higromicina para seleção dos transformantes. 

 Para o bombardeamento de micropartículas, a distância do alvo e a pressão de disparo 

foram utilizadas de acordo com Andrade (2001). O autor informa que não houve diferença 

estatística entre a distância de 9,5 e 12,5 cm do alvo e então para esse trabalho utilizamos uma de 

11 cm (distância média). A pressão de disparo foi utilizada a de 1100 psi, que segundo o autor é 

uma das mais eficientes, gerando um total de 16 eventos de transformação para Eucalyptus spp. 

 As árvores, durante seu ciclo de vida, devem se adaptar às mudanças climáticas e a uma 

vasta gama de pragas e estresse abióticos. Por conseguinte, a diversidade genética desses 

organismos é alta, refletindo na dificuldade em manipular genótipos em cultura de tecidos e 

transformação genética (TZFIRA et al., 1998; GIRI et al, 2004; BUSOV et al., 2005). 

 Em nossas tentativas de transformação com teca, não conseguimos nenhum evento de 

transformação. Observamos que nove explantes regeneraram (6 via bombardeamento e 3 via 

Agrobacterium) entretanto morreram após um mês de cultura in vitro, sob influência de 2,5 mg.L
-

1
 de higromicina. A transformação genética de árvores vem se tornando cada vez mais eficaz 

(POUPIN e ARCE-JOHNSON, 2005). No entanto, sabemos que essas plantas apresentam certas 

barreiras que dificultam a transformação genética. Podemos citar como tais barreiras, seleção dos 

tecidos transgênicos, baixa frequência de transformação, especificidade das linhagens de 

Agrobacterium em infectar tecidos e dificuldade de propagar o material in vitro (WENCK et al., 

1999; BUSOV et al., 2005; SPOKEVICIUS et al., 2005).   

 

4.9 Bioatividade do Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Berliner, 1915) em ínstares jovens de 

Hyblaea puera Cramer, 1777 (Lepidoptera: Hyblaeidae) 

 

Os ínstares mais jovens de H. puera foram utilizados por serem mais susceptíveis as 

proteínas Bt quando comparados a outros ínstares (LOGANATHAN e DAVID 2000; 

SENGUTTUVAN et al., 2000; KALIA e LAL, 2000; NAIK, 2008), padronizando assim os 

níveis de susceptibilidade do inseto aos esporos de Btk. 
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Foi observada diferença estatística para acréscimo de peso (Anexo 16). A eficácia do produto 

comercial Dipel PM
®
 e dos esporos crescidos em laboratório foram observadas após 15 horas do 

contato da lagarta com as folhas contendo os produtos. Após este período, apenas a concentração 

de 2x10
5 

UFC.mL
-1

 apresentava lagartas vivas, entretanto sem acréscimo de peso e em estágio 

letárgico (estas não mais se alimentavam). Após a ingestão, as proteínas são solubilizadas no 

intestino médio e proteoliticamente processadas para a liberação do fragmento tóxico (HÖFTE e 

WHITELEY, 1989), iniciando o processo de lise e consequente morte do inseto.  

Entre as 24 e 36 horas todos os tratamentos com esporos apresentavam 100% de mortalidade, 

mostrando alta eficiência de Bt na infecção de H. puera. Foi observado 100% de sobrevivência e 

acréscimo de peso de 71% no tratamento controle (Figura 14). 

 

Figura 14- Ação de B. thuringiensis var. kurstaki no controle de Hyblaea puera em Tectona grandis. Os tratamentos 

referem-se às concentrações de UFC.mL
-1

 (unidade formadora de colônias por mililitros) onde 1-controle 

(sem esporos), 2-2x10
5
 (Dipel); 3-2, 6x10

5
 (Dipel) e 4-3,2x10

5 
(Dipel), 5-2x10

5
 (esporos crescidos em 

laboratório); 6-3,2x10
5
 (esporos crescidos em laboratório) e 7-3,8x10

6
 (esporos crescidos em laboratório) 

 

 Após 15 horas, as lagartas consumiram praticamente 100% da área foliar no tratamento 

controle. Porém, nos tratamentos com doses de Dipel PM
®
 e esporos crescidos em laboratório, 

observou-se que o consumo foi visualmente bem menor (Figura 15), havendo uma rejeição dos 

insetos a fonte de alimento. 
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As lagartas, antes do contato com os esporos, apresentavam coloração marrom esverdeada 

com características saudáveis, ágeis e bem agressivas na alimentação. No tratamento controle 

essas características permaneceram até o final das 36 horas. No entanto, após a ingestão de Btk 

(todas as concentrações), essas lagartas apresentaram sintomas de intoxicação. Houve 

escurecimento do corpo, passando de verdes mais claros para verdes mais escuros (após 15 horas 

da ingestão de Bt), no mesmo tempo as lagartas apresentaram letargia e diminuição visual do 

tamanho. Após 24 horas elas morreram e sua coloração passou, então, para marrom escuro. 

Dados similares foram encontrados por Kalia e Lal (2000) quando testaram três diferentes 

variedades de toxinas de Bt para controle de H. puera em T. grandis. 

Naik (2008) observou que lagartas H. puera após 15 horas de alimentação contendo Btk já 

apresentavam sinais claros do efeito da bactéria, como parada da alimentação e letargia. Após 72 

horas, houve 100% de mortalidade dos primeiros ínstares. Observou-se mortalidade total das 

lagartas no tempo de 24 horas a partir do contato com as concentrações de Btk. Naik (2008) cita 

que para o produto comercial denominado de Biobit, a mortalidade total ocorreu a 72 horas, 

entretanto o autor não informa a concentração utilizada, sugerindo que estas deveriam ser 

Figura 15 - Tratamentos contendo diferentes concentrações de produto comercial Dipel PM
®
 e esporos de 

Bacillus thuriengiensis var. kurstaki crescidos em laboratório. a- Controle, 1 mL de água 

destilada; b – dose 1 de Dipel PM
®
 contendo 2 x 10

5 
UFC.mL

-1
; c- dose 2 de Dipel PM

®
 

contendo 2,6 x 10
5 
UFC.mL

-1
; d- dose 3 de Dipel PM

®
 contendo 3,2 x 10

5 
UFC.mL

-1
; e- Primeira 

dose de esporos crescidos em laboratório (2 x 10
5 

UFC.mL
-1

); f- Segunda dose de esporos 

crescidos em laboratório (3,2 x 10
5 

UFC.mL
-1

); g - Terceira dose de esporos crescidos em 

laboratório (3,8 x 10
6 
UFC/mL) 
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menores do que as testadas no presente trabalho. Kalia e Lal (2000) mostraram que a paralisia de 

H. puera por ingestão de Bt aconteceu dentro de 15 a 20 minutos após a ingestão, seguido por 

paralisia geral do corpo dentro 7 horas, esses resultados corroboram com os apresentados no 

presente estudo. 

Os resultados mostraram que o B. thuringiensis var. kurstaki foi eficiente em matar instares 

jovens de H. puera quando expostas a concentrações de 2x10
5 

UFC.mL
-1

 da toxina no produto 

comercial Dipel
PM

 e esporos crescidos em laboratório, por um período de tempo de 24 horas. 

Nesse bioensaio, o que se observou foi que as toxinas de Bt apresentam alta toxicidade ao inseto 

e que são eficazes no controle de instares jovens de H. puera. A transformação genética com 

genes que sintetizem proteínas inseticidas, como o gene cry1a(b), utilizado neste trabalho, pode 

ser uma valiosa ferramenta no incremento desse tipo de resistência na teca. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 A organogênese direta em teca ocorreu mais eficientemente em meio MS, quando 

comparado com os meios WPM e JADS.  

 Nó cotiledonar apresentou as maiores porcentagens de regeneração que os demais 

explantes. A melhor combinação de biorreguladores para nó cotiledonar foi 1,0 mg.L
-1

 

BAP + 0,5 mg.L GA3, quando germinados em 0,5 mg.L
-1

 TDZ.  

 Hipocótilo foi o segundo melhor explante em porcentagem de regeneração e o mais 

eficiente na quantidade de brotações. A melhor combinação de biorreguladores foi 1,0 

mg.L
-1

 BAP + 0,5 mg.L GA3, quando germinados em 0,1 mg.L
-1

 TDZ.  

 A sacarose é mais eficiente que glicose, galactose, maltose, manitol e sorbitol na 

organogênese in vitro de teca para hipocótilos, nós cotiledonares e cotilédones de teca. 

 A concentração de até 2,5 mg.L
-1

 de higromicina pode ser utilizada em hipocótilos, nó 

cotiledonar e cotilédones como antibiótico de seleção para tecidos transgênicos de teca. 

 A avaliação da influência de Timentin, cefotaxima e Carbenicilina, permitiu constatar que 

em teca esses antibióticos possuem diferentes efeitos. Timentin e Cefotaxima auxiliam na 

regeneração e aumentam o número de brotos por explante responsivo, enquanto a 

Carbenicilina inibe esses parâmetros. 

 Ínstares jovens da lagarta Hyblaea puera são susceptíveis a toxinas expressas por Bacillus 

thuringiensis var. kurstaki, apresentando 100% de mortalidade em até 24 horas de 

exposição a esporos dessa bactéria. 

 Em relação à organogênese indireta, a literatura de teca é bem escassa, sendo praticamente 

constituída de trabalhos pouco eficientes e pouco reproduzíveis. Os resultados apresentados nesse 

trabalho contribuem para o ganho de informação sobre os fatores que influenciam a organogênese 

desta espécie, bem como, define parâmetros que possam ser utilizados em experimentos futuros 

visando à transformação genética da espécie. 
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ANEXO 1- Resumo da análise de variância para a porcentagem de contaminação (PE) e 

germinação (GE) de sementes de T. grandis em função do tempo de exposição e 

concentração de cloro ativo 

Causas da 

Variação 
GL 

Quadrados Médios 

PE
(1)

 GE
(1)

 

TEM 3 0,0500
ns

 0,1994
ns

 

COM 3 1,7285
**

 1,2806
**

 

TEM * CON 9 0,0116
ns

 0,0839
ns

 

Resíduo 45 0,0238 0,0990 

Média – 37,70 52,44 

CVexp.(%) – 28,43 50,65 
**

 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 
(1)

 dados transformados por ((n+0,5)/100)
0,5

 pelo teste de Hartley, ao nível de 5% de 

probabilidade de erro. n = dado amostrado. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 

 

 

 

 

ANEXO 2- Resumo da análise de variância para alturas de plântulas de T. grandis, cultivadas em 

diferentes concentrações salinas (MS, WPM e JADS) 

Causas da Variação GL 
Quadrados Médios 

Altura das plântulas in vitro 

Altura 2 29.6810
** 

Resíduo 117 0.6863 

Média – 0.6863 

CVexp.(%) – 12.17602 
**

 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 
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ANEXO 3- Resumo da análise de variância para números de gemas axilares de plântulas de T. 

grandis cultivadas em diferentes concentrações salinas (MS, WPM e JADS) 

Causas da Variação GL 
Quadrados Médios 

Número de gemas de plântulas in vitro 

Número de gemas 2 11.4333** 

Resíduo 117 0.1111 

Média – 11.4333 

CVexp.(%) – 9.4339 

**
 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 
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ANEXO 4- Resumo da análise de variância para a porcentagem de regeneração de T. grandis em 

meio MS suplementado com eficientes concentrações de BAP, ANA e tipo de 

explante (TE) 

Causas da Variação GL 
Quadrados Médios 

Porcentagem
(1)

 

BAP 6 0,0198** 

ANA 5 0,1020** 

TE 4 0,0287** 

BAP * ANA 30 0,0178** 

BAP * TE 24 0,0166** 

ANA * TE 20 0,0333** 

BAP * ANA * TE 120 0,0169** 

Resíduo 840 0,0023 

Média – 0,79 

CVexp.(%) – 58,96 
**

 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 
(1)

 dados transformados por ((n+0,5)/10)
0,5 

pelo teste de Hartley ao nível de 5% de probabilidade 

de erro. n = dado amostrado. GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação 

experimental. 
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ANEXO 5 - Resumo da análise de variância para o número de brotos (NB) e altura (ALT) de 

explantes de T. grandis em meio MS suplementado com eficientes concentrações 

de BAP, ANA e tipo de explante (TE) 

Causas da Variação GL 
Quadrados Médios 

NB ALT 

BAP 6 0,1064** 0,0171** 

ANA 5 0,5469** 0,1012** 

TE 4 0,1664** 0,0282** 

BAP * ANA 30 0,1157** 0,0147** 

BAP * TE 24 0,0971** 0,0124** 

ANA * TE 20 0,2026** 0,0327** 

BAP * ANA * TE 120 0,0932** 0,0128** 

Resíduo 840 0,0118 0,0031 

Média – 0,07 0,02 

CVexp.(%) – 14,81 7,85 
**

 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 
(1)

 dados transformados por (n+0,5)
0,5 

pelo teste de Hartley ao nível de 5% de probabilidade de 

erro. n = dado amostrado. GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação 

experimental. 

 

 

 

ANEXO 6 - Resumo da análise de variância para a porcentagem de germinação de T. grandis em 

meio MS suplementado com TDZ e BAP (0,0; 0,1 e 0,5 mg.L
-1

) 

Causas da Variação GL Quadrados Médios 

Tratamento 4 723,13** 

Resíduo 45 70,92 

Média – 41,44 

CVexp.(%) – 20,32 

** valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de 

liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 
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ANEXO 7 - Resumo da análise de variância para a porcentagem de regeneração de explantes de 

T. grandis em função do meio de germinação (MG), tipo de explante (TE) e meios 

de regeneração (MR) 

Causas da Variação GL 
Porcentagem de Regeneração

(1)
 

(%) 

MG 4 1,1598
**

 

TE 2 2,9194
**

 

MR 15 0,3365
**

 

MG * TE 8 0,2383
**

 

MG * MR 60 0,0979
**

 

TE * MR 30 0,1121
**

 

MG * TE * MR 120 0,0634
**

 

Resíduo 960 0,0367 

Média – 9,02 

CVexp.(%) – 99,14 

**
 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

(1)
 dados transformados por ((n+0,5)/100)

0,5 
pelo teste de Hartley ao nível de 5% de probabilidade 

de erro. n = dado amostrado. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 
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ANEXO 8 - Resumo da análise de variância para o número de brotos de explantes de T. grandis 

em função do meio de germinação (MG), tipo de explante (TE) e meios de 

regeneração (MR) 

Causas da Variação GL 

Quadrados Médios 

Número de Brotos
(1)

 

(%) 

MG 4 0,7294** 

TE 2 3,9510** 

MR 15 0,2960** 

MG * TE 8 0,1629** 

MG * MR 60 0,0704** 

TE * MR 30 0,1645** 

MG * TE * MR 119 0,0611** 

Resíduo 726 0,0039 

Média – 0,98 

CVexp.(%) – 15,15 

**
 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

(1)
 dados transformados por log(n+2)

 
pelo teste de Hartley ao nível de 5% de probabilidade de 

erro. n = dado amostrado. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 
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ANEXO 9 - Resumo da análise de variância para altura explantes de T. grandis em função do 

meio de germinação (MG), tipo de explante (TE) e meios de regeneração (MR) 

Causas da Variação GL 

Quadrados Médios 

Altura
(1)

 

(cm explante
-1

) 

MG 4 0,3552** 

TE 2 0,5472** 

MR 15 0,0725** 

MG * TE 7 0,0518** 

MG * MR 60 0,0186** 

TE * MR 30 0,0369** 

MG * TE * MR 104 0,0181** 

Resíduo 690 0,0006 

Média – 0,38 

CVexp.(%) – 6,78 

**
 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

(1)
 dados transformados por log(n+2)

 
pelo teste de Hartley ao nível de 5% de probabilidade de 

erro. n = dado amostrado.GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 
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ANEXO 10 - Resumo da análise de variância para a porcentagem de regeneração de T. grandis 

em função do tipo de explante (EXP) e fonte de carbono (FON) 

Causas da Variação GL 
Quadrados Médios 

Porcentagem de Explantes
(1)

 

EXP 2 0,1032
ns

 

FON 5 0,2456
**

 

EXP * FON 10 0,0483
ns

 

Resíduo 54 0,0425 

Média – 10,5 

CVexp.(%) – 90,52 
ns 

valor não significativo ao nível de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. 
**

 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 
(1)

 dados transformados por ((n+0,5)/100)
0,5 

pelo teste de Hartley ao nível de 5% de probabilidade 

de erro. n = dado amostrado. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 

 

 

ANEXO 11 - Resumo da análise de variância para os explantes de T. grandis em função do tipo 

de explante (EXP) e concentração de higromicina (CON) 

Causas da 

Variação 
GL 

Quadrados Médios 

Explantes Resp. 

EXP 2 0,0790
*
 

COM 8 0,3895
**

 

EXP * COM 16 0,0106
ns

 

Resíduo 51 0,0196 

Média – 9,73 

CVexp.(%) – 65,81 
ns 

valor não significativo ao nível de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. 
* 

e 
**

 valor significativo ao nível de 5% e 1% de probabilidade de erro, respectivamente pelo teste 

F. 
(1)

 dados transformados por ((n+0,5)/100)
0,5

 pelo teste de Hartley, ao nível de 5% de 

probabilidade de erro. n = dado amostrado. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 
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ANEXO 12 - Resumo da análise de variância para porcentagem de regeneração de T. grandis em 

função da concentração de antibiótico (CA) e tipo de explante (TE) 

 

Causas da Variação GL 

Quadrados Médios 

Porcentagem de Regeneração 

(%) 

CA 9 6.090,30
**

 

TE 2 9.825,50
**

 

CA * TE 18 374,02
**

 

Resíduo 120 239,58 

Média – 30,60 

CVexp.(%) – 50,58 
**

 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 

 

 

 

ANEXO 13 - Resumo da análise de variância para o número de brotos de T. grandis em função 

da concentração de antibiótico (CA) e tipo de explante (TE) 

Causas da Variação GL 

Quadrados Médios 

Número de Brotos 

(explante
-1

) 

CA 9 20,69
**

 

TE 2 0,10
ns

 

CA * TE 18 1,01
**

 

Resíduo 107 0,39 

Média – 1,74 

CVexp.(%) – 36,06 

ns
 valor não significativo ao nível de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

**
 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 
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ANEXO 14 - Resumo da análise de variância para altura de brotos de T. grandis em função da 

concentração de antibiótico (CA) e tipo de explante (TE) 

Causas da Variação GL 

Quadrados Médios 

Altura 

(cm explante
-1

) 

CA 9 11,21
**

 

TE 2 3,04
**

 

CA * TE 18 0,91
**

 

Resíduo 120 0,14 

Média – 1,29 

CVexp.(%) – 29,46 
**

 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 

 

ANEXO 15- Resumo da análise de variância para a porcentagem de enraizamento (PR) e número 

de raízes (NR) de explantes de T. grandis em função de ANA e AIB 

Causas da 

Variação 
GL 

Quadrados Médios 

PR
(1)

 NR
(2)

 

Tratamento 6 0,1998
**

 0,5312
ns

 

Resíduo 29 0,0528 0,2272 

Média – 47,24 3,19 

CVexp.(%) – 36,27 25,77 

**
 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

(1)
 e 

(2)
 dados transformados por ((n+0,5)/100)

0,5
 e (n+0,5)

0,5
, respectivamente pelo teste de 

Hartley, ao nível de 5% de probabilidade de erro. n = dado amostrado. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 
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ANEXO 16 - Resumo da análise de variância para peso de lagartas de H. puera, inoculadas em 

esporos de B. thuringiensis após 24 horas 

Causas da Variação GL 
Quadrados Médios 

Peso 

Peso 6 0.1242** 

Resíduo 42 0.0044 

Média – 0.125 

CVexp.(%) – 102.7202 
**

 valor significativo ao nível de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. 

GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimental. 

 




