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RESUMO

A Tectona grandis L.f., popularmente conhecida como teca, &€ uma espécie florestal de
grande importancia econdmica, utilizada para diversas finalidades devido a sua leveza,
durabilidade e elevada resisténcia a patdgenos e intempéries. A micropropagacgéo € uma
técnica muito eficiente para a multiplicacdo rapida e em larga escala dessa espécie e
diversas outras, sendo a etapa de desinfestacdo fundamental para o sucesso do
estabelecimento in vitro. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
tempo de imersdo em solucgéo de hipoclorito de sodio a 2,5% na obtencéo de explantes
assépticos, visando o estabelecimento adequado em meio de cultura. Os tratamentos
consistiram em quatro diferentes tempos de imersao (0, 5, 10 e 15 minutos) em solucao
de NaClO 2,5% com o surfactante Tween 20, sendo todos os explantes previamente
imersos em alcool 70% por 1 minuto e, posteriormente, em solucéo de fungicida por 5
minutos. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e
avaliado aos 30 dias ap0s a introdugdo in vitro. As variaveis analisadas foram:
porcentagem de sobrevivéncia (PS), porcentagem de oxidacdo (PO), porcentagem de
contaminacgdo por fungos e/ou bactérias (C) e porcentagem de estabelecimento in vitro
(PE). De acordo com os resultados obtidos e a Anélise de Variancia realizada, ndo foi
observada diferenca estatistica significativa entre os tratamentos testados, com base no
Teste F a 5% de significancia. Dessa forma, conclui-se que, para a metodologia aplicada,
o tempo de imersdo em hipoclorito de sodio a 2,5% ndo exerce influéncia no
estabelecimento in vitro de explantes de teca.

Palavras-chave: Estabelecimento in vitro; Micropropagacdo; Desinfestacao;
Contaminacéo; Cultura de Tecidos.
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ABSTRACT

Tectona grandis L.f., popularly known as teak, is a forest species of great economic
importance, used for various purposes due to its lightness, durability, and high resistance
to pathogens and environmental conditions. Micropropagation is a highly efficient
technique for the rapid and large-scale multiplication of this and many other species, with
the disinfection step being fundamental to the success of in vitro establishment.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of immersion time in a
2.5% sodium hypochlorite solution on the achievement of aseptic explants, aiming at
proper establishment in culture medium. The treatments consisted of four different
immersion times (0, 5, 10, and 15 minutes) in 2.5% NaClO solution with the surfactant
Tween 20. All explants were previously immersed in 70% alcohol for 1 minute and
subsequently in a fungicide solution for 5 minutes. The experiment was conducted in a
completely randomized design and evaluated 30 days after in vitro introduction. The
variables analyzed were: survival percentage (SP), oxidation percentage (OP),
contamination percentage by fungi and/or bacteria (C), and in vitro establishment
percentage (EP). According to the results obtained and the analysis of variance
performed, no statistically significant difference was observed among the treatments
tested, based on the F-test at 5% significance. Thus, it is concluded that, for the applied
methodology, immersion time in 2.5% sodium hypochlorite does not influence the in vitro
establishment of teak explants.

Keywords: In vitro Establishment; Micropropagation; Disinfestation; Contamination;
Tissue Culture.

RESUMEN

Tectona grandis L.f., conocida popularmente como teca, es una especie forestal de gran
importancia econémica, utilizada para diversos fines debido a su ligereza, durabilidad y
alta resistencia a patdgenos y condiciones ambientales adversas. La micropropagacion es
una técnica muy eficiente para la multiplicacién rapida y a gran escala de esta y muchas
otras especies, siendo la etapa de desinfeccion fundamental para el éxito del
establecimiento in vitro. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del
tiempo de inmersién en una solucion de hipoclorito de sodio al 2,5% en la obtencion de
explantes asépticos, con el fin de lograr un establecimiento adecuado en medio de cultivo.
Los tratamientos consistieron en cuatro tiempos de inmersion diferentes (0, 5, 10 y 15
minutos) en una solucion de NaClO al 2,5% con el surfactante Tween 20. Todos los
explantes fueron previamente sumergidos en alcohol al 70% durante 1 minuto vy,
posteriormente, en una solucion fungicida durante 5 minutos. El experimento se realizé
en un disefio completamente al azar y se evalud a los 30 dias después de la introduccion
in vitro. Las variables analizadas fueron: porcentaje de supervivencia (PS), porcentaje de
oxidacion (PO), porcentaje de contaminacion por hongos y/o bacterias (C) y porcentaje
de establecimiento in vitro (PE). De acuerdo con los resultados obtenidos y el analisis de
varianza realizado, no se observo diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos probados, con base en la prueba F al 5% de significancia. Por lo tanto, se
concluye que, segun la metodologia aplicada, el tiempo de inmersién en hipoclorito de
sodio al 2,5% no influye en el establecimiento in vitro de explantes de teca.

Palabras clave: Establecimiento in vitro; Micropropagacion; Desinfestacion;
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Contaminacion; Cultivo de Tejidos.

1 INTRODUCAO

A Teca (Tectona grandis L.f.) é uma espécie asiatica arbdrea da familia
Lamiaceae, decidua e produz uma madeira de grande beleza, leveza e resisténcia a ataques
de patégenos como cupins e fungos, possui cor castanho-dourada, sendo utilizada para
diversas finalidades, como construcdes navais e construcdes em geral, além de ser usada
em interiores e mobiliarios de luxo (Quiala et al., 2012; Gilio et al., 2021).

Devido as suas caracteristicas, o interesse por seu uso no reflorestamento
comercial visando a producdo madeireira é crescente e de grande importancia por
proporcionar um aumento na disponibilidade madeireira de qualidade, reduzindo a
pressdo em explorar espécies em florestas nativas (Raposo et al., 2010; 1ba, 2023).

Para que uma espécie seja utilizada no reflorestamento comercial é necessario ser
possivel realizar a producdo de suas mudas em larga escala e as mudas de Teca, quando
de origem seminal, sdo produzidas a partir do plantio do fruto inteiro, uma vez que as
sementes presentes em seu interior sd0 muito pequenas e delicadas e isso acaba
dificultando sua propagacéo direta (Fernandes et al., 2011; Takizawa et al., 2022). No
entanto, ainda segundo Fernandes, esta forma de producdo é pouco eficiente, ja que a
quantidade de sementes produzida é reduzida, refletindo nas baixas taxas de germinacéo,
que variam entre 20% e 25%, além disso, por serem originadas a partir de reproducgao
sexuada, as mudas seminais podem ndo ser a melhor estratégia quando o objetivo é plantio
comercial, pois podem dar origem a plantios desuniformes (Ferreira et al., 2016).

Para a obtencdo de uma grande quantidade de mudas, em um curto espaco de
tempo, é possivel utilizar as técnicas da propagacdo vegetativa, sendo a micropropagacao
in vitro a que se destaca, pois ela possibilita a propagacdo de espécies de importancia
econdmica e cientifica na formacao de mudas sadias em qualquer época do ano, em curto
espaco de tempo, clonando mudas de dificil enraizamento, entre outras vantagens
(Oliveira et al., 2011; Borges, 2016).

A micropropagagao possui varias etapas e entre elas estdo as de desinfestagdo e

estabelecimento dos explantes, sendo fases essenciais, pois 0 ndo estabelecimento
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impossibilita a continuidade dos processos desta técnica, porém existe uma escassez de
informacdes relacionadas a micropropagacao in vitro da Teca, pois, apesar de ja existirem
plantios de mudas clonadas desta espécie no Brasil, 0s estudos de micropropagacao
desses gendtipos estabelecidos ndo sdo divulgados (Fermino Junior et al., 2009; Ansiliero
et al., 2020).

Por esta razéo, com este estudo, objetiva-se avaliar a eficacia do hipoclorito de
sodio 2,5% como agente de desinfestacdo para o estabelecimento in vitro de explantes de

Teca.
2 METODOLOGIA

Para este estudo foram utilizados como explantes os segmentos apicais de mudas
de T. grandis provenientes do mini jardim clonal do viveiro da faculdade de engenharia
florestal da UFMT, que foram coletados e levados ao laboratdrio de biotecnologia
florestal em caixa térmica para reduzir danos por perda de umidade.

Ja no laboratorio, os explantes foram submetidos a limpeza superficial utilizando
agua corrente e detergente neutro para em seguida serem levados a camara de fluxo
laminar previamente desinfestada. Os explantes foram imersos em alcool etilico 70% por
um minuto, seguido pela desinfestacdo com solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO)
2,5% acrescido de detergente Twin 20 (quatro gotas a cada 100 ml) para quebra da tensdo
superficial e, em seguida, lavados com agua destilada autoclavada por seis vezes para
posterior imersdo em fungicida sistémico por cinco minutos antes da introducéo em tubo
de ensaio.

Os tratamentos sdo constituidos de quatro diferentes tempos de imersao na solugao
de NaClO 2,5% com Twin 20 (0, 5, 10 e 15 minutos, sendo denominados testemunha
(TO), tratamento 1 (T5), tratamento 2 (T10) e tratamento 3 (T15), respectivamente), com
quatro repeticdes de oito explantes cada, perfazendo um total de 128 explantes.

O tratamento testemunha, que ndo foi exposto ao desinfestante NaClO, também
néo foi imerso na solucéo de fungicida. Apos a desinfestacdo, as gemas apicais de cada
explante foram removidas e introduzidas em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de
cultura MS (Murashige; Skoog, 1962).

Revista Académica Online, Brazil, v.11, n.58, p. 01-11, 2025.
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Apos a introducdo, os tubos de ensaio foram transferidos para sala de crescimento
e inicialmente mantidos em condicéo de escuro por sete dias e posteriormente submetidos
a um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

As avaliagdes foram feitas aos 30 dias ap0s a introdugéo in vitro e as variaveis
analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia (PS), sendo considerados sobreviventes
os explantes que mantiveram coloracdo esverdeada; porcentagem de estabelecimento in
vitro (PE), sendo avaliados como estabelecidos aqueles explantes que demonstraram a
capacidade de produzir novas folhas e nos; porcentagem de oxidagdo (PO), sendo
considerados oxidados os explantes que apresentaram coloragdo marrom; e porcentagem
de contaminacdo (C), sendo contabilizados aqueles explantes cujo meio de cultura
apresentava fungos e/ou bactérias.

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey

a 5% de significancia por meio do software R 4.2.0.
3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos através da Anélise de Variancia mostram que ndo houve
diferenca estatistica, com base no Teste F a 5% de significancia, entre os tratamentos,
incluindo a testemunha, para cada variavel analisada, sendo que os P-Valor de cada
tratamento foram: Porcentagem de Sobrevivéncia: 0.10339, Porcentagem de
Estabelecimento: 0.42622, Porcentagem de Oxidacdo: 0.42622 e Porcentagem de
Contaminacéo: 0.18904.

Os resultados obtidos pela avaliagdo de cada variavel podem ser observados nos
graficos, sendo que a maior porcentagem de sobrevivéncia é constatada no tratamento 2
(10 minutos de imersdo em hipoclorito), apesar de ndo haver diferenca significativa entre

0s tratamentos para essa variavel (Figura 1).
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Figura 1 — Porcentagem de explantes de Tectona grandis L.f. sobreviventes aos 30 dias ap6s introducao
in vitro em meio MS e submetidos a desinfestacdo com hipoclorito de sddio (NaCIO) a 2,5%.
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Fonte: autor, 2022

Pode-se observar que no tratamento em que ndo houve desinfestacdo com
hipoclorito de sodio 2,5% (testemunha) ndo ocorre estabelecimento de explantes in vitro

(Figura 2).

Figura 2 — Porcentagem de explantes de Tectona grandis L.f. estabelecidos aos 30 dias apés introducéo in
vitro em meio MS e submetidos a desinfestacdo com hipoclorito de sédio (NaClO) a 2,5%.

Estabelecimento dos Explantes de Tectona
grandis L.f.
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Fonte: autor, 2022

Os tratamentos que obtiveram melhores respostas para a varidavel de
estabelecimento in vitro (PE) foram os tratamentos com maior tempo de imersédo (T10 e
T15). Neste trabalho, a oxidagéo pode ser visualizada apenas no tratamento 3, onde 3%

dos explantes sofreram o processo (Figura 3).

Revista Académica Online, Brazil, v.11, n.58, p. 01-11, 2025.
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Figura 3 — Porcentagem de explantes de Tectona grandis L.f. oxidados aos 30 dias ap6s introducéo in
vitro em meio MS e submetidos a desinfestacdo com hipoclorito de sédio (NaClO) a 2,5%.

Oxidacdo dos Explantes de Tectona
grandis L.f.

w

- ]
= oM ow e

% de Oxidacio

o 1] o

0 5 10 15

Tempo de Imersdo (minutos)

Fonte: autor, 2022

E possivel observar também que o tratamento 2 proporcionou um menor nivel de
contaminacdo por fungos e/ou bactérias em relacdo aos demais tratamentos, porém,

estatisticamente, essa diferenca ndo é significativa (Figura 4).

Figura 4 —Porcentagem de explantes de Tectona grandis L.f. que apresentaram contaminag&o aos 30 dias
apos introducao in vitro em meio MS e submetidos a desinfestacdo com hipoclorito de sodio (NaClO) a
2,5%.
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Fonte: autor, 2022

De acordo com Erig e Schuch (2005), a sobrevivéncia do explante pode ser
observada pela coloracdo verde apresentada pelo segmento, porém nem sempre a
porcentagem de sobrevivéncia é um indicativo de que haverd um estabelecimento de
mudas a partir destes explantes. E possivel que o explante apresente a coloracio
esverdeada (vivo), porém ndo seja capaz de produzir folhas e brotos, ou seja, ndo se
estabelece in vitro. Uma das justificativas para tal fato pode ser o grau de

desenvolvimento das gemas dos explantes.

Revista Académica Online, Brazil, v.11, n.58, p. 01-11, 2025.
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De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), a oxidacéo de espécies lenhosas
¢ um grande problema para o estabelecimento in vitro, pois possuem tecidos ricos em
compostos fendlicos que sdo os precursores da sintese de lignina e segundo Taiz e Zaiger
(2017), a oxidacdo estd relacionada a estimulacdo da fenilalanina amonialiase, cuja
funcdo é a formagdo de compostos fendlicos em resposta ao estresse que o tratamento
asséptico causa ao explante, que ja estd com ferimentos relativos aos cortes sofridos
durante a preparacdo. Aradjo et. al. (2012) em seu trabalho com desinfestacdo de
explantes de Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh utilizando hipoclorito de sédio, também
observaram que quanto maior o tempo de imersédo dos explantes no desinfestante, maior
foi a porcentagem de oxidacdo. Almeida et. al. (2008) citam que um dos fatores que
possivelmente contribui para essa variacdo seja o lento manuseio dos explantes dentro da
camara de fluxo.

E possivel observar na Figura 4 que o tratamento 2 proporcionou um menor nivel
de contaminacdo por fungos e/ou bactérias em relagdo aos demais tratamentos. Além
disso, nota-se a reducdo na contaminacdo fungica nos tratamentos com maior tempo de
imersdo no desinfestante comparado a testemunha e ao tratamento de menor tempo de
imerséo (Figura 5), isso se da possivelmente por estes microorganismos se encontrarem
na regido superficial do explante, facilitando a desinfestacdo pelo hipoclorito de sédio
(Souza et. al., 2006).

Figura 5 — Gréfico da porcentagem de explantes de Tectona grandis L.f. contaminados por fungos e
bactérias aos 30 dias ap6s introducéo in vitro.
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Fonte: autor, 2022

Em relacdo a contaminagdo bacteriana, observa-se um aumento na porcentagem

de contaminagéo nos tratamentos com maior tempo de imersdao em NaCLO (T10 e T15),
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demonstrando que o hipoclorito de sodio apresentou pouca eficacia no controle da
contaminagdo por bactérias em propagulos de Teca para a metodologia utilizada no
presente estudo, indicando a necessidade de mais estudos para o desenvolvimento de uma
metodologia mais eficiente para assepsia desta espécie. A dificuldade em definir uma
metodologia de desinfestacdo eficaz para espécies lenhosas é relatada e discutida por
diversos autores, principalmente pois microorganismos de origem enddgena sédo de dificil
desinfestacdo (Fior et al. 2007; Biasi et al. 1994; Rodrigues et al. 1996; Palu et al., 2011).

4 CONCLUSAO

Com base na metodologia aplicada neste estudo, pode-se concluir que o
hipoclorito de sédio a 2,5%, utilizado por um periodo de imersdo de 15 minutos, ndo
apresentou influéncia estatisticamente significativa no estabelecimento in vitro de
Tectona grandis.

Apesar de ser um agente desinfestante amplamente utilizado em protocolos de
cultura de tecidos, sua eficacia pode variar conforme a espécie e as condicdes de cultivo.
No caso da Teca, os resultados sugerem que as concentracGes e tempos de imersao
avaliados ndo sao suficientes para garantir a eliminacdo completa de contaminantes.

Assim, outras combinacGes de concentragdo e tempo, ou a utilizacdo de agentes

complementares, podem ser necessarias para melhorar a assepsia.
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