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RESUMO

Bauhinia forficata Link, ¢ uma espécie propagada em regides da Africa, Asia e a América
do Sul, ocorréncia nativa no Brasil nas regides litoraneas Sul e Sudeste, também areas
montanhosas no nordeste brasileiro. Suas folhas s&o utilizadas na medicina popular no
controle da diabetes, o 0leo essencial € um eficiente antifingico natural, possuem acéo
diurética, hipoglicemia e antioxidante. Esse trabalho objetivou-se avaliar a intensidades de
luz, tipos de vedacdo e concentracbes de sacarose adicionadas ao meio de cultura no
crescimento e desenvolvimento in vitro de pata de vaca (Bauhinia forficata Link). Para isso,
o0 experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial
2x2x3 (duas intensidades de luz — IL, (43 ou 70 pmol m™ s, dois tipos de vedagéo (TV),
tampas de polipropileno, com membranas (CM) ou sem membranas (SM) e trés
concentragOes de sacarose (CS) de 0, 20 ou 30 g. L7, totalizando 12 tratamentos e 4
repeticdes para cada. No experimento foram utilizados trés segmentos nodais das plantas
germinadas em um frasco de vidro de 350 mL, contendo 50 ML de meio MS, 100 mg L™ de
mio - Inositol; 0,54 uM de acido naftalenoacético (ANA); sacarose adicionado de acordo ao
tratamento (0, 20 e 30 g. L™); 2 g. L de Phytagel TM® (Sigma-Aldrich). Representando
cada frasco uma repeticdo os quais foram distribuidas e submetidas de acordo com cada
tratamento. Aos 45 dias foram avaliados massa fresca da parte aérea (MFPA, mg), massa
seca da parte aérea (MSPA, mg), massa fresca da raiz (MFR, mg), massa seca da raiz (MSR,
mg), comprimento de planta (CP, mm), largura da folha (LF, mm), comprimento da folha
(CF, mm), nimero de folhas por planta (NF) e niumero de brotos (NB). Foi observado
diferenca significativa (P < 0.05) a medida que aumentava a concentracdo de sacarose nas
variaveis numero de brotos (NB), comprimento de planta (CP, mm), massa fresca da parte
aérea (MPAF) e massa fresca da raiz (MFR). O tipo de vedacdo (TV) influenciou na massa
fresca e seca da parte aérea e raiz, no comprimento e desenvolvimento da planta (P < 0.05),
sendo observados maiores valores na utilizagcdo do tipo de vedacdo com membranas (CM)
quando comparado aos sem membranas (SM) nas variaveis comprimento de planta (CP,
mm), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca da raiz (MFR), largura de folha
(LF), comprimento de folha (CF) e nimero de folha (NF). Na Intensidade de Luz (IL) 70
pumol m? st apresentaram maior nimero de brotos, comprimento de planta (CP), massa
fresca da parte aérea (MFPA) e massa fresca da raiz (MFR) quando comparado com
Intensidade de Luz (IL) 43 umol m? s, Plantas de Bauhinia forficata Link cultivadas in
vitro tiveram uma melhor reposta para crescimento e desenvolvimento de explante com o
tipo de vedagdo com membranas (CM) e intensidade de luz (IL) 70 pmol m? s,

Palavras-chave: Membranas permeéaveis, cultivo in vitro, fotomixotrofico, luminosidade,
trocas gasosas.
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ABSTRACT

Bauhinia forficata Link, is a species propagated in regions of Africa, Asia and South
America, native to Brazil in the coastal regions of the South and Southeast, also mountainous
areas in northeastern Brazil. Its leaves are used in folk medicine to control diabetes, the
essential oil is an efficient natural antifungal, it has a diuretic, hypoglycemic and antioxidant
action. The objective of this work was to evaluate the light intensities, sealing types and
sucrose concentrations added to the culture medium in the in vitro growth and development
of pata de vaca (Bauhinia forficata Link). For this, the experiment was conducted in a
completely randomized design, 2x2x3 factorial scheme (two light intensities - IL, (43 or 70
umol m? s?), two types of sealing (TV), polypropylene lids, with membranes (CM) or
without membranes (SM) and three sucrose concentrations (CS) of 0, 20 or 30 g. L%, totaling
12 treatments and 4 repetitions for each. The experiment used three nodal segments of the
germinated plants in a flask glass of 350 mL, containing 50 ML of MS medium, 100 mg. L
! of myo - Inositol; 0.54 uM of naphthaleneacetic acid (NAA); sucrose added according to
the treatment (0, 20 and 30 g. L); 2 g. L* of Phytagel TM® (Sigma-Aldrich). Each bottle
represents a repetition which were distributed and submitted according to each treatment. At
45 days, fresh mass of the aerial part (MFPA, mg) was evaluated), shoot dry mass (MSPA,
mg), root fresh mass (MFR, mg), root dry mass (MSR, mg), plant length (CP, mm), width
leaf ure (LF, mm), leaf length (CF, mm), number of leaves per plant (NF) and number of
shoots (NB). Sucrose concentration in the variables number of shoots (NB), plant length
(CP, mm), fresh mass of the aerial part (MFPA) and root fresh mass (MFR). The type of
seals (TV) influenced the fresh and dry mass of the aerial part and root, the length and
development of the plant (P < 0.05), with higher values being observed in the use of the seal
type with membrane (CM) when compared to those without membrane (SM) in the variables
plant length (CP), shoot fresh mass (MFPA), root fresh mass (MFR), leaf width (LF), leaf
length (CF) and sheet number (NF). In light intensity (IL) 70 umol m? s showed higher
number of shoots, plant length (CP), shoot fresh mass (MFPA) and root fresh mass (MFR)
when compared with luminous intensity (IL) 43 pmol m2s™. In vitro cultivated Bauhinia
forficata Link plants had a better response for growth and explant development with the
membrane seal type (CM) and light intensity (IL) 70 umol m2 s,

Keywords: Permeable membranes, in vitro culture, photomixotrophic, luminosity, gas
exchange.
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CAPITULO 1 - UMA REVISAO SOBRE ESPECIE Bauhinia forficata LINK (PATA
DE VACA).

1. INTRODUCAO

Bauhinia forficata Link possui componentes biologicamente ativos, com
propriedades de importancia farmacoldgica, utilizada principalmente para o tratamento da
diabetes e patologias inflamatéria (LOPEZ e SANTOS, 2015). De nome popular pata de
vaca, € conhecida popularmente como “insulina vegetal”, com folhas, cascas e flores séo
utilizadas na medicina popular para o controle principalmente da diabetes; e utilizada como
planta diurética, hipercolesterolemiantes e para o controle de cistite, parasitoses intestinais e
diabetes (ZACCARON et al., 2014).

A espécie Bauhinia forficata Link tem como caracteristicas, arvore de 5 a 9 metros
de altura, tronco espinhoso e ligeiramente estriado de folhas simples coriaceas, aspecto de
uma pata de vaca, flores brancas e fruto tipo legume de vagem achatada (SILVA et al., 2020;
LORENZI,1992).

As técnicas para propagacdo Vegetativa consistem numa alternativa para
multiplicacdo de individuos, superando as dificuldades de estabelecimento de espécies
nativas (WENDELING et al., 2006).

A multiplicacdo do género Bauhinia propagadas por germinacdo de sementes,
apresentam certa resisténcia na fase de desenvolvimento do embrido, alguns tratamentos sdo
indicados para aumentar a taxa de germinacdo (RAMOS et al., 2019; COSTA et al., 2013;
DUARTE et al., 2012; ALVES et al., 2008; LOPES et al., 2007; MARTINELLI-SENEME
et al., 2006), utilizando a escarificagdo mecéanica, método realizado para aumentar a taxa de
germinacao de semente, garantido o crescimento homogéneo de mudas e raizes (BRODANI
et al., 2008; LOPES et al., 2007).

O método de propagacdo por estaquia é amplamente utilizado em plantios
comerciais, podendo ser viavel na propagacéo de espécies nativas, este metodo conserva as
caracteristicas genéticas da arvore matriz para a produgdo de mudas (MAZZINI, 2012).
Entretanto, essa técnica possui como desvantagem, baixa inducdo de crescimento de raizes
em espécies que naturalmente tem baixa capacidade de enraizamento (NEVES et al., 2006).
No trabalho realizado por Mazzini et al. (2013) foi evidente a baixa taxa de enraizamento e

sobrevivéncia das estacas semilenhosas da especie Bauhinia forficata Link.
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A cultura de tecidos vegetais apresenta elevado potencial de aplicacdo para a
multiplicacdo de gendtipos de espécies florestais brasileiras de interesse (OLIVEIRA et al.,
2013). Esse método de micropropagacao tem como vantagem, conservacgdo de germoplasma
in vitro; producdo metabdlitos secundarios de interesse farmacologico e na obtencdo de
mudas com qualidade fitossanitaria superior (CARVALHO, et al., 2012). O éxito desta
técnica depende de alguns fatores, dentre estas 0 meio de cultura, concentra¢@es de sacarose,
tipos e concentracbes de reguladores de crescimento, intensidade e qualidade de luz e
métodos de vedacdo, sendo determinantes no crescimento e desenvolvimento do material
micropropagado (PHILLIPS, et al., 2019; SILVA, et al., 2017).

A intensidade e qualidade de luz sdo fatores determinantes para o crescimento e
desenvolvimento in vitro (MACEDO et al., 2011), e com a varia¢do da qualidade de luz,
pode-se manipular o crescimento in vitro e alterar ou direcionar rotas metabdlicas em
diversas espécies (BATISTA et al., 2018).

Pelo método tradicional de cultivo in vitro, é fornecido sacarose como fonte de
carboidrato exdgeno no crescimento e desenvolvimento da planta, uma vez que a
concentragdo de CO> dentro dos frascos de cultura é reduzida, o que limita o
desenvolvimento da planta (XIAO et al., 2011). No cultivo fotomixotréfico in vitro, acorre
a diminuicdo ou até mesmo suprimindo o carboidrato do meio de cultura, a partir do aumento
das trocas gasosas entre os frascos de cultura e o ambiente externo (WALTER, 2019).
Existem outras vantagens em regular a sacarose do meio de cultura, como por exemplo, o
impedimento do rapido crescimento de microrganismos nas culturas, a reducéo nos custos e
0 aumento da sobrevivéncia das plantas durante a etapa de aclimatizagdo em condicgdes ex
vitro (KOZAI, 2010; XIAO et al., 2011; BATISTA et al., 2017). Na micropropagacao em
ambiente fotoautotréfico, os fundamentos de controle ambiental para promover a
fotossintese, transpiracdo e absorcdo de nutrientes pela planta, sdo essenciais para seu
crescimento, visto que é produzido pelo préprio vegetal adicGes exdgenas no meio de
cultura. (XIAO et al., 2011).

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito das intensidades de luz, trocas gasosas e
adicdo de diferentes concentragbes de sacarose no meio de cultura com o intuito de

micropropagacao desta espécie.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importéncia da espécie Bauhinia forficata Link

A Bauhinia forficata Link conhecida como “pata de vaca” ¢ uma planta amplamente
utilizada na medicina tradicional na América do Sul para tratamento de hipoglicemia e
diabetes mellitus (SALGUEIRO et al., 2013).

O Ministério da Saude do Brasil tem selecionado a Bauhinia forficata Link como
uma espécie promissora para o desenvolvimento de novos produtos fitoterapicos. Entretanto,
0 acesso do usuario a espécie correta ndo é uma tarefa trivial porque o género Bauhinia
compreende muitas espécies com caracteristicas macroscépicas semelhantes (ARDILA et
al., 2015).

Estudos farmacoldgicos realizados em diferentes extratos vegetais ou flavonoides
purificados em normoglicémicos e modelos hiperglicémicos in vivo em geral confirmaram
a atividade hipoglicémica, embora alguma evidéncia contraditéria tenha sido encontrada
(SALGUEIRO et al., 2013).

Pela presenca de compostos bioativos, a Baunhina forficata Link exerce demais
atividade benéficas, como antioxidante, antidiabético e hipoglicémico, anti-inflamatorio,
antimicrobiano, antitumoral, anticoagulante, com aplicacdo no tratamento de doengas como
cancer, meta- sindrome bololica, obesidade, osteoporose, Alzheimer e diabetes (SOUZA et
al., 2018).

Salgueiro et al. (2013) investigaram os efeitos da Bauhinia forficata Link, contra a
oxidacdo, estresse positivo e dano hepéatico em ratos diabéticos. Os resultados mostraram
que o cha de Bauhinia forficata Link reduziu o estresse oxidativo, mas altera a glicemia,
diferentemente dos estudos anteriores (FORTUNATO et al., 2019).

A Bauhinia forficata Link é utilizada para regular o metabolismo de glicose e
lipidios, também em distdrbios digestivos, renais e urinérios. No entanto nenhuma selegédo
do quimiotipo promissor com propriedades medicinais foi tentada. Consequentemente,
auséncia de cultivares aprimoradas dificulta o processamento de culturas novas com
potencial medicinal (FORTUNATO et al., 2019).
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2.2. Cultura de tecidos vegetais

No cultivo in vitro de plantas, € utilizado meio de cultura nutritivo em condi¢6es
assépticas controladas para propagacéo, na qual visa o estabelecimento e crescimento de
células, tecidos e 6rgdos. Baseado no principio de totipoténcia das células, gerando uma nova
planta geneticamente igual a partir de um explante, pode ser gerado célula, tecidos ou 6rgaos
(ESPOSITO-POLESI et al., 2020; ESPINOSA-LEAL et al., 2018; XIAOQ et al., 2011).

Existem varios métodos para cultura de tecidos, no entanto as técnicas mais utilizadas
sd0 a organogénese para producéo de 6rgdos vegetais, feita diretamente por meio de tecidos
vegetais das raizes e caules, ou indiretamente, por meio de células desdiferenciacdo na
producdo de calos (ESPINOSA-LEAL et al., 2018).

A micropropagacao tem sido utilizada para a propagacdo de diversas espécies de
plantas, preferencialmente aquelas com maior dificuldade na producdo de mudas, plantas
para fins medicinais, conservacdo de germoplasma, reflorestamento e mudas comerciais
(MORAIS et al., 2012; SARASAN et al., 2011).

A técnica de micropropagacdo consiste de pequenos fragmentos vegetais isolados
dos organismos ou obtidas a partir destes, sendo assepticamente cultivadas em um meio de
cultura apropriado sob condigdes favoraveis (AMARAL e SILVA, 2003). Utilizam-se
recipientes semi-herméticos e o cultivo se realiza sob condicdes de iluminacédo e temperatura
controladas.

Um problema comum encontrado no método de convencional de cultivo in vitro, sdo
as baixas concentracdes de CO», o acumulo de etileno nos frascos fechados, que
consequentemente alteram na taxa de multiplicacdo e desenvolvimento da cultura in vitro
(WALTER, 2019).

No cultivo de tecidos sdo fundamentais, para todas as suas técnicas, a assepsia, 0
explante, o meio nutritivo e os fatores ambientais: luz, temperatura, didxido de carbono
(CO2) e oxigénio (02). Para evitar a contaminac¢ao dos meios por impurezas minerais, todos
0s sais utilizados na sua preparacdo devem ser de qualidade analitica (BARRUETO CID,
2015).

A cultura de tecidos vegetais oferece diversas vantagens sobre a cultura em campo
tradicional, pois é independente de variagdes geograficas, sazonais e ambientais. Plantas
com melhor qualidade fitossanitaria e ciclos de crescimento curtos (CARVALHO et al.,
2012; DERNARH et al., 2006).
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2.3. A sacarose no cultivo in vitro

A sacarose tem um papel importante no cultivo in vitro, pois fornece energia e
carbono percussores para biossintese de componentes estruturais e funcionais da planta.
(GEORGE, et al., 2008; BARRUETO CID, 2015).

A concentragdo de sacarose adicionada ao meio de cultura pode influenciar no
crescimento e desenvolvimento da planta, quando a taxa fotossintética em condigdes in vitro
ndo € otimizada, visto que no sistema de cultivo convencional ocorre uma dependéncia de
sacarose no meio de cultura (RIBEIRO et al., 2009; BARRUETO CID, 2015). Entretanto o
alto teor de sacarose no meio de cultura pode reduzir o desenvolvimento fotossintético,
promover alteracdo no estado hidrico, na sintese de clorofila e a expressdao de genes
relacionados a fotossintese, ocasionando ma formacéo fisioldgica e estrutural na planta
(KOZAI et al., 2005).

No estudo realizado por Moritz et al. (2009) com trés espécies do género Ocotea foi
verificado que essas plantas apresentaram desenvolvimento lento e mais saudavel, na
concentracdo de 30g L'1. Enquanto que nas concentracdes de 90 e 120 g L™ de sacarose
causaram uma toxicidade para as plantas, observou que com o aumento da concentragéo de
sacarose, reduziu o numero de folhas e comprimento de planta do Solanum tuberosum
(BANDINELLI, et al., 2013).

No comprimento de raizes de Miltonia flavescens, verificou que maiores
concentracdes de sacarose promoveram comprimentos radiculares maiores em plantas
cultivadas por 180 dias, mas néo foi observado influéncia da sacarose com relacéo ao nimero
de raizes (LEMES, et al.,2016).

A sacarose tem muita importancia na cultura de tecidos, pois € uma fonte de carbono
para o crescimento e desenvolvimento da planta, quando a taxa fotossintética nas condi¢fes
in vitro ndo é otimizada (WALTER, 2019).

2.4. Intensidade e qualidade de luz

A luz participa dos processos metabolicos das plantas, o cultivo in vitro a qualidade
da luz, irradiancias e o foto periodo, trazem respostas diferentes para a planta, quando
submetidas a diferentes condigdes de luz (ALVARENGA, et al. 2015; SAEZ et al. 2013).

Utilizada na sala de crescimento de vegetais, a luz estimula o desenvolvimento da planta,
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essas condigdes podem alterar a homeostase da auxina, também regula auxina que coordena
0 desenvolvimento da planta (LAU E DENG, 2010).

A exposicao do material vegetal in vitro em intensidades luminosas combinadas com
composicdes espectrais apresentaram multiplicacdo de brotos de Atemdia (RASAI et al.,
1994), a qualidade de luz influenciou no desenvolvimento e crescimento de raizes em mudas
de tabaco, peso fresco de brotos e raizes, foram maiores em condi¢do de luz vermelha
(MENG, et al.,2015)

A qualidade da luz é importante para regular as vias bioquimicas que controlam o
crescimento e a morfogénese (TAIZ et al., 2017). O comprimento de onda, promove 0
crescimento foliar, acimulo de carboidratos e alteracGes anatdmicas, aumento da massa
fresca dessas plantas (HUNG et al., 2016; MENG, et al., 2015).

A qualidade e intensidade de luz influenciaram na absorcdo de nutrientes pelas raizes, isso
afeta diretamente desenvolvimento e crescimento da planta (SAKURABA e.
YANAGISAWA, 2018; MENG, et al., 2015).

A intensidade de luz influenciou no crescimento da espécie Lippia gracilis,
apresentando plantas vigorosa em todas as intensidades de luz, o comprimento da raiz e folha
e massa seca e fresca da parte aérea e raiz aumento, quando submetida a intensidade de 94
umol? s (LARRAZINI et al., 2018).
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CAPITULO 2 - INTENSIDADE DE LUZ, TIPOS DE VEDACAO E
CONCENTRAGCOES DE SACAROSE NO CRESCIMENTO E
DESENVOLVIMENTO in vitro DE PATA DE VACA (Bauhinia forficata Link)

RESUMO

Objetivou-se avaliar as intensidades de luz, tipos de vedacdo e concentragdes de sacarose
adicionadas ao meio de cultura no crescimento e desenvolvimento in vitro de pata de vaca
(Bauhinia forficata Link). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, esquema fatorial 2x2x3 (duas intensidades de luz — IL, (43 ou 70 pmol m? s?),
dois tipos de vedacdo (TV), tampas de polipropileno, com membranas (CM) ou sem
membranas (SM) e trés concentracdes de sacarose (CS) de 0, 20 ou 30 g. L%, totalizando 12
tratamentos e 4 repeti¢Oes para cada. Foram utilizados trés segmentos nodais das plantas
germinadas em um frasco de vidro de 350 mL, contendo 50 ML de meio MS, 100 mg L™ de
mio — Inositol, 0,54 uM de 4cido naftalenoacético (ANA), 2 g. L™ de Phytagel TM® (Sigma-
Aldrich) e sacarose adicionada de acordo ao tratamento (0, 20 e 30 g. L), representando
cada frasco uma repeticdo, os quais foram distribuidas e submetidas de acordo com cada
tratamento. Aos 45 dias foram avaliados massa fresca da parte aérea (MFPA, g), massa seca
da parte aérea (MSPA, g), massa fresca da raiz (MFR, g), massa seca da raiz (MSR, g),
comprimento de planta (CP, mm), largura da folha (LF, mm), comprimento da folha (CF,
mm), nimero de folhas por planta (NF) e nimero de brotos (NB). Foi observado diferengas
significativas a medida que aumentava as concentragcdes de sacarose nas variaveis nimero
de brotos (NB), comprimento de Planta (CP), massa fresca da parte aérea (MPAF) e massa
fresca da raiz (MFR). Os tipos de vedacdes (TV) influenciaram na massa fresca e seca da
parte aérea e raiz e no comprimento da planta (P < 0.05), sendo observados diferengas
significativas na utilizacdo do tipo de vedacdo com membranas (CM) quando comparado
aos sem membranas (SM) nas variaveis comprimento de planta (CP), massa fresca da parte
aérea (MFPA), massa fresca da raiz (MFR), largura de folha (LF), comprimento de folha
(CF) e numero de folha (NF). Na Intensidade de Luz (IL) 70 pmol m™ s apresentaram
diferencas significativas em nimero de brotos, comprimento de planta (CP), massa fresca
da parte aérea (MFPA) e massa fresca da raiz (MFR) quando comparado com intensidade
de luz (IL) 43 umol m s*. Plantas de Bauhinia forficata Link cultivadas in vitro tiveram
uma melhor reposta para crescimento e desenvolvimento de explante com o tipo de vedagao
com membranas (CM) e Intensidade de Luz (IL) 70 pmol m? s,

Palavras-chave: Membranas permeaveis, cultivo in vitro, fotomixotrofico, luminosidade,
trocas gasosas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the light intensities, types of seal and sucrose
concentrations added to the culture medium in the in vitro growth and development of the
cow's paw (Bauhinia forficata Link). The experiment was conducted in a completely
randomized design, 2x2x3 factorial scheme (two light intensities — IL, (43 or 70 umol m-2
s-1), two types of sealing (TV), polypropylene lids, with membranes (CM) or without
membranes (SM) and three sucrose concentrations (CS) of 0, 20 or 30 g. L-1, totaling 12
treatments and 4 repetitions for each. Three nodal segments of the germinated plants were
used in a glass flask of 350 mL, containing 50 ML of MS medium, 100 mg L-1 of myo —
Inositol, 0.54 uM of naphthaleneacetic acid (ANA), 2 g. L-1 of Phytagel TM® (Sigma-
Aldrich) and sucrose added accordingly to the treatment (0, 20 and 30 g. L-1), each flask
representing a repetition, which were distributed and submitted according to each treatment.
At 45 days, fresh mass of aerial part (MFPA, g), mass was evaluated shoot dry mass (MSPA,
), root fresh mass (MFR, @), root dry mass (MSR, g), plant length (CP, mm), leaf width
(LF, mm), length leaf growth (CF, mm), number of leaves per plant (NF) and number of
shoots (NB). Significant differences were observed as the sucrose concentration increased
in the number of shoots (NB), plant length (CP, mm), shoot fresh mass (MPAF) and root
fresh mass (MFR) variables. The type of seals (TV) influenced the fresh and dry mass of the
aerial part and root and the length of the plant (P < 0.05), with significant differences being
observed in the use of the seal type with membranes (CM) when compared to those without
membranes (SM) in the variables plant length (CP), shoot fresh mass (MFPA), root fresh
mass (MFR), leaf width (LF), leaf length (CF) and sheet number (NF). At Light Intensity
(IL) 70 umol m-2 s-1 showed significant differences in number of shoots, plant length (CP),
shoot fresh mass (MFPA) and root fresh mass (MFR) when compared with Light Intensity
(IL) 43 umol m-2 s-1. In vitro cultivated Bauhinia forficata Link plants had a better response
for growth and explant development with the membrane seal type (CM) and Light Intensity
(IL) 70 pmol m-2 s-1.

Keywords: Permeable membranes, in vitro culture, photomixotrophic, luminosity, gas
exchange.
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1. INTRODUCAO

Bauhinia forficata Link (Fabaceae), € uma planta leguminosa utilizada na medicina
popular para o tratamento diurético, ténico, depurativo, hipoglicemia, no combate a
elefantiase e reducdo da glicosiria (MARTINS et al., 1998). Os componentes
biologicamente ativos, como os flavonoides, tém importdncia nas propriedades
farmacologicas no tratamento de diferentes tipos de doencas como diabetes e patologias
inflamatorias (LOPEZ & SANTOS, 2015).

A propagacdo vegetativa € uma técnica utilizada para producdo de plantas
comerciais, espécies nativas e com baixa taxa de germinacdo (OLIVEIRA, 2013). Dentre as
técnicas existentes, destacam-se a estaquia, bastante utilizada na producdo de mudas
florestais, no entanto o enraizamento é um fator que vai interferir na taxa de sobrevivéncia
da planta (HARTMANN et al., 2018; ZHANG et al.,2016; HARTMANN et al., 2002).

A propagacdo de plantas in vitro é uma ferramenta da biotecnologia vegetal que
consiste na multiplicacdo rapida e obtencdo de populacdes homogéneas (COSTA, et al.,
2012; KOZAI et al.,2010). Essa técnica possibilita a propagacdo de espécies selecionadas,
livres de contaminacgéo patogénica, podendo ser utilizada como ferramenta de programas de
melhoramento genético (WENDLING et al., 2013; CARVALHO et al., 2016). O cultivo
convencional in vitro, apresentam alteracdes morfologicas e fisioldgicas, como baixo
funcionamento dos estdmatos, reducdo da camada de cera epicutilar, responsaveis por perdas
durante a aclimatizacdo em condigdes ex vitro, relacionados principalmente a condicgdes
heterotroficas como a fonte de luz e carboidratos ao meio de cultura (ECONOMOU e READ,
1987; IBARAKI e NOZAKI, 2005; KOZAl etal., 1991; PRAKASH et al., 2004; REZENDE
etal., 2008; SANTANA et al., 2008; SERRET et al., 1997; SILVA, et al. 2008; DIGNART
etal., 2009).

O fornecimento de condi¢gdes ambientais para a propagacao in vitro fotoautotrdéfica,
crescimento e multiplicacdo de plantas, consiste principalmente no aumento dos niveis de
CO», de luminosidade e fonte energético como alimento para o meio de cultivo (GEORGE,
2008). A propagagcdo in vitro satisfatoria deve manter as condigdes semelhantes ao ambiente
externo, equilibrando as concentragdes de CO2, fluxo de fotonsT, pois tem fundamental
influéncia na morfogénese e no crescimento de celulas e 6rgaos vegetais (XIAO, et al., 2011,
REUNI e EVENOR, 2007).

Uma das fontes de energia utilizada em cultivo in vitro € a sacarose, carboidrato que

favorece o desenvolvimento morfoldgico, diferenciacdo de 6rgéos e tecidos (SKRESBY et
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al., 2004). A sacarose atua como combustivel para sustentar o metabolismo fotomixotréfico,
garantindo o desenvolvimento, precursor de carbono ou metabdlitos de sinalizagdo, auxiliar
a manutencéo do potencial osmatico e conservacgdo de agua nas células (COUPE et al., 2006;
MULLER et al., 2011; GAGO et al., 2014). Mas cada espécie de planta possui diferente
exigéncia de sacarose, sendo necessario avaliar a proporc¢do eficiente para o crescimento e
desenvolvimento da planta (BARBOSA et al., 2021).

Em cultivo in vitro, maior desenvolvimento da planta pode ocorrer quando utilizado
com luz, isto porque ela participa ativamente dos processos metabdlicos da planta, sempre
que necessario alterar a qualidade de luz, a irradiancia e o fotoperiodo (SAEZ et al., 2013),
possibilitando alterar a resposta de crescimento da planta e a producdo de metabdlitos
secundarios quando exposto a diferentes condic¢des de luz (ALVARENGA et al., 2015).

Lampadas fluorescentes tubulares sdo tradicionalmente utilizadas em cultivos in
vitro, elas transmitem espectro que varia entre 350 a 750nm, na qual inclui comprimento de
onda de baixa qualidade para crescimento da planta (KIM et al.,2004).

As lampadas de diodo emissores de luz (LED) aparecem como alternativa para
melhorar a qualidade de luz, por apresentar espectros mais homogéneos, baixa quantidade
de emissdes térmicas, econdmicas, potentes, de facil instalacdo e manutencdo, maior
durabilidade, ocupando menor espagco fisico e serem fabricados em comprimentos de ondas
(ALVARENGA et al., 2015; GUPTA e JATOTHU, 2013). Em um experimento realizado
com a espécie Stévia rebaudiana Bertoni, mostrou a eficacia do efeito de diferentes tipos de
LED’s e comprimento de onda no crescimento in vitro dessa planta (Ramirez-
MOSQUEDA, et al., 2017). O efeito do fotoperiodo e qualidade de luz para o crescimento
da Cunninghamia lanceolata, foi eficaz para a micropropagacdo da espécie, apresentando
significativamente maiores valores de altura da planta, comprimento de raiz (XU, et al.,
2020).

Sdo vérios os métodos de vedacao utilizados no cultivo in vitro, dentre estas tampas
padrédo de polipropileno, filmes de aluminio e filmes plasticos transparentes, mas estes
métodos apresentam deficiéncias por causa das reduzidas trocas gasosas, associada a baixa
guantidade e qualidade luminosa, sdo capazes de influenciar diretamente na resposta
morfologicas e fisiologica da planta em ambiente in vitro (RIBEIRO et al., 2009; SKRESBY
et al., 2004), como: reducdo das taxas de transpiracdo, fotossintese e uma alta taxa de
respiracéo, resultando na reducéo no desenvolvimento da planta (KOZAI, 1997). A auséncia
da troca de ar entre o ambiente externo e interno, condiciona baixos niveis de CO? e ao

acumulo de etileno nos frascos fechados, reduz as taxas de transpiragdo e da fotossintese,
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pois diminuia absor¢do de &gua e nutrientes, e reduz o crescimento da planta (TANAKA,
2005; CHEN, 2004). Porém, aprimorar a ventilacdo dos frascos, sem que ocorra a
contaminacdo no meio de cultura, mediante o uso de membranas, permitiriam um maior
fluxo de trocas gasosas, reduzir a umidade no frasco e potencializar a absorcdo de agua e
nutrientes pela planta (XIAQO et al.,2011).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar duas intensidades de luz, dois tipos
de vedacdes (com ou sem membranas permeaveis) e trés concentracGes de sacarose, na

resposta dos parametros morfoldgicos do cultivo in vitro de Bauhinia forficata Link.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

As sementes de pata de vaca (Bauhinia forficata LINK) foram coletadas no
municipio de Estreito-MA, dentro da area de Viveiro Florestal do Consorcio Estreito Energia
(CESTE) no ano de 2019, localizado nas coordenadas geograficas, latitude -5.78333 e
longitude -43.25, 5° 46’ 60" Sul, 43° 15' 0" Oeste, sendo mantidas em embalagens de papel
sob refrigeracdo a 2 °C, e entdo foram enviadas para o Laboratorio de Cultura de Tecidos,
da Universidade Estadual do Maranhdo, localizado em Séo Luis.

2.2.Germinacao in vitro

No Laboratorio de Cultura de Tecidos, da Universidade Estadual do Maranhéo, em
condicdes de fluxo laminar, estas sementes foram submetidas a desinfestacdo, com imerséo
em alcool de 70% (v/v) por 60 segundos, seguida de imersdo em solucdo de hipoclorito de
sddio (4 — 6 %) de cloro ativo (v/v) ISOFAR®, e adicéo de 2 gotas de Tween 20 ISOFAR ®
por um periodo de 15 min, seguido de quatro enxagues com agua destilada e auto clavada.
Foram utilizadas cinco sementes previamente desinfestadas e inoculadas em frascos de vidro
de 350 ml de capacidade, contendo 50 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), suplementado com 100 mg L™ de mio-Inositol, solidificado com 2 g L™ de Phytagel
TM® (Sigma-Aldrich), pH ajustado para 5,7 + 0,1 e 20 g L™ de sacarose. e previamente auto
clavados a 120°C, 1,1 Pa por 15 min. Os frascos foram vedados com tampas rigidas de
polipropileno.

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento durante 30 dias para germinacéao,
foto periodo de 16 horas de luz, temperatura de 25 + 1°C e intensidade de luz de 43umol m
2 sl a partir de duas lampadas de diodos emissores de luz (LEDs branco).

2.3. Inducéo de crescimento in vitro

Apos os 30 dias da germinagéo in vitro, foram utilizados segmentos nodais de 1,5
cm, das plantas nas unidades experimentais, estas foram transferidas para frascos de vidro
de 350 ml de capacidade, contendo 50 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG

1962), suplementado com 100 mg L de mio-inositol, 0,54 uM de 4cido naftalenoacético
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(ANA), e sacarose adicionado de acordo ao tratamento (0, 20 e 30 g L), solidificado com
2 g L de Phytagel TM® (Sigma-Aldrich), suplementados com pH ajustado para 5,7 + 0,1.
Os frascos foram tampados com tampas de polipropileno com diferentes vedacdes, segundo
o0 tratamento (sem ou com membranas).

Os frascos foram mantidos para a sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas
de luz, e duas intensidades de luz provenientes de lampadas tubulares LEDs 43 pmol m2 s”

! (duas lampadas) e 70 pmol m2 s (quatro lampadas).

2.4. Delineamento experimental e parametros morfol6gicos

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x2x3, sendo duas intensidades de luz (43 ou 70 umol m s%), dois tipos
de vedacdo (sem membranas ou com membranas) e trés concentracfes de sacarose (0, 20 e
30 g LY, totalizando 12 tratamentos e 4 repeticBes para cada.

Foram utilizados quatro frascos de vidro de 350 ml de capacidade, com trés
segmentos nodais das plantas germinadas in vitro, pata de vaca Bauhinia forficata Link, para
cada um, sendo representado por cada frasco como uma repeticao, totalizando assim 48
unidades experimentais.

Os tipos de vedacdo consistiram em tampa rigida de polipropileno sem orificios
cobertos por membranas porosas a gases, ou tampa rigida de polipropileno com dois orificios
de 10 mm cada, cobertos com membranas porosas a gases composta por trés camadas de fita
micro porosa e uma de PTFE (politetrafluoretileno) de 0,05 = 0,01 mm de espessura,
seguindo a metodologia proposta por SALDANHA et al. (2012).

Apbs 45 dias de cultivo, foram avaliados massa fresca da parte aérea (MFPA, mg),
massa seca da parte aérea (MSPA, mg), massa fresca da raiz (MFR, mg), massa seca da raiz
(MSR, mg), comprimento de planta (CP, mm), largura da folha (LF, mm), comprimento da
folha (CF, mm), nimero de folhas (NF) e nimero de brotos (NB).

Para as variaveis de massa seca, 0 material vegetal permaneceu em estufa com
circulacdo de ar natural a 70 °C por 72 horas, até a obtencdo de massa constante. Para
medicOes de comprimento de planta, largura da folha e comprimento da folha foi utilizado

um paquimetro digital.
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2.5. Andlise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a teste de normalidade e homocedasticidade.
As varidveis ndo normais foram submetidas a transformacédo de dados, nimero de folhas
(NF), comprimento de folhas (CF), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte
aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), Comprimento de planta (CP), comprimento da
folha (CF), Numero de brotos (NB), transformados (y = Vx+0,5). Posterior a isso, todas as
varidveis foram submetidas a andlises de variancia, avaliado por meio do programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de significancia para os dados qualitativos e quantitativos.

Yijk = M+ ILj + TVj + CSk + (ILXTV);jj + (ILXCS)ik + (TVXCS)jk + (ILXTVXCS)ijk + €iji

Em que: Yiju = valor observado da varidvel que representa a intensidade de luz i, tipo
de vedacdo j, concentracdo de sacarose k, e repeticdo I, p = média geral, ILi= intensidade de
luz i, variando de 1 e 2 (43 e 70 pmol m? s?), TVj= tipo de vedagio j, de 1 e 2 (Sem
membrana e com membrana), CSk= concentracéo de sacarose, de 1,2 e 3 (0,20e 30 g L),
(ILXTV)ij= efeito da interacdo entre a intensidade de luz i e tipo de vedacdo j, (ILXCS)ik=
efeito da interacdo entre a intensidade de luz i e concentracdo de sacarose k, (TVXCS)jk=
efeito da interacdo entre o tipo de vedacgéo j e concentracdo de sacarose k, (ILXTVXCS)jjk=
efeito da interacéo entre a intensidade de luz i, o tipo de vedacéo j e concentracao de sacarose
k, eijk = erro aleatorio associado a cada observagéo.
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3. RESULTADOS

A partir da analise de variancia foi possivel observar diferencas significativas para
os fatores isolados intensidades de luz, tipos de vedacdo e concentracGes de sacarose no
comprimento da planta, massa fresca da parte aérea e massa seca da parte aérea, massa da
raiz fresca e massa seca de raiz, largura da folha e comprimento da folha; no entanto, ndo
houve diferencas significativas para a varidvel folha por planta. O nimero de brotos
apresentou-se diferenca significativa nos fatores isolados de intensidade de luz e
concentracdes de sacarose. Para folha por planta verificou-se significancia nos tipos de
vedacdo (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia com quadrados médios para os efeitos da
Intensidades de Luz (IL), tipos de vedacdo (TV) e concentracOes de sacarose (CS) e suas
interaces na eficiéncia de crescimento in vitro da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca.

QM
i GL NB CP MPAF MPAS MRF

1 03510 ' 05919 ' 10,0425 ' 10,0068 ' 0,0443 !

Intensidades de Luz

(IL)
Tipos ‘gﬁ\\//fda@ao 1 00118 ™ 10994 1 00437 1 00056 ! 00507 1
Concentragbesde (5995 1 (9786 ! 00474 ! 00055 ! 00834 :
Sacarose (CS)
ILXTV 1 00026 ™ 00314 "™ 00167 ™ 00025 ! 00013 "
ILXCS 20,0469 ™ 01703 "™ 0,0099 ™ 00021 ! 0,0107 ™
TVXCS 2 00359 "™ 00064 ™ 00098 ™ 00013 "™ 00135 "
ILXTVXCS 20,0015 ™ 02294 " 00132 ™ 00015 " 0,0034 ™
Erro 36 00637 00910 00049 00005  0,0059
C.V. (%) 1682 17,24 88 2.99 9.84
FV GL QM

MRS LF CF F/Planta
1 00013 ' 08060 ! 0,1143 * 05284 ™

Intensidades de Luz
(IL)
Tipos de Vedagéo
(TV)
ConcentragOes de

1 00013 ' 23852 ! 05239 ! 148791

2 0002 ! 08259 ! 0,1894 ! 10,4030 ™
Sacarose (CS)
ILXTV 10,0001 "™ 0,0003 " 0,0001 " 0,0253 "™
ILXCS 2 0,000 ! 1,0328 ' 0,0041 ! 10,0349 ™
TVXCS 2 00006 ! 03198 ™ 0,0311 ™ 0,0183 ™
ILXTVXCS 2 0,001 "™ 0,3198 ™ 0,0112 ™ 0,0030 ™
Erro 36 0,0001 0,1721 0,0245 0,1613
C.V. (%) 15 43,1 13,79 25,1

"s e 1 indicam nao significancia ou significancia em p <0,05. NB — nlimero de brotos; CP — comprimento de
planta(cm); MFPA — massa fresca da parte aérea; MSPA(g) — massa seca da parte aérea; MFR(g) — massa
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fresca de raiz; MRS (g) — massa seca de raiz; LF — Largura de Folha; CF — comprimento de Folha; NF — ndmero
de folhas.

Através da andlise de variancia observou-se que para as interacdes: intensidades de
luz x tipos de vedacdo; intensidade de luz x concentracdo de sacarose; tipos de vedacdo x
concentracdes de sacarose e intensidade de luz x tipos de vedacdo X concentragdes de
sacarose, nao houve diferencas significativas para as variaveis: nameros de brotos,
comprimento da planta, massa fresca da parte aérea, massa da raiz fresca e folhas por planta.
No entanto, observou-se diferencgas significativas na interacdo entre os fatores de variacdo
para a massa seca da parte aérea, massa da raiz seca, largura da folha e comprimento da folha
(Tabela 1).

Quando verificado os fatores de forma isolada os fatores intensidades de luz e
concentracdes de sacarose, houve diferenca significativa para nimero de brotos (Tabela 1).
A maior intensidade de luz (70 pmol m? s™) promoveu a um aumento do niimero de brotos,
permitindo 33,33% mais nimero de brotos quando comparados com 43 umol m? s de
intensidade de luz (Figura 1A). Ainda, a adi¢do de sacarose no meio de cultivo, influenciou
em um maior numero de brotos; no entanto, 0 aumento da concentracdo de sacarose de 20

para 30 g.L! ndo apresentou diferencas significativas (Figura 1B).
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Intensidades de luz (umol m 2y '1) Concentragdes de sacarose (gL ‘I)

Figura 1. Nimero de brotos da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca, apds 45 dias de crescimento in vitro.
A —intensidades de luz; B — concentracdo de sacarose. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre
si pelo teste Tukey (P <0,05).

Verificou-se diferencas significativas no comprimento da planta para os fatores
isolados intensidade de luz, tipos de vedacdo e concentracdo de sacarose (Tabela 1). Uma
diferenca de 8,01 e 10,88 mm foi verificada quando submetido a 70 umol m2 s? de
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intensidade de luz (Figura 2 G-L; Figura 3 A) e utilizacdo de vedacdo com membranas
(Figura 2 A-C, 2 G-I; Figura 3 B), respectivamente. A adi¢do de sacarose no meio de cultivo
permitiu um aumento significativo no comprimento da planta (Figura 2 A-L; Figura 3 C);
no entanto, a concentragio de 20 e 30 g.L! n3o influenciou no comprimento da planta da

espécie Bauhinia forficata - pata de vaca (Figura 3 C).

Sacarose (g L)

Com membranas

S

.

43 mol m’

Sem membranas

Com membranas

)
S

9

70 mol m

Sem membranas

Figura 2. Aspecto geral da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca, ap6s 45 dias de crescimento in vitro, em
diferentes intensidades de luz, tipos de vedacdo e concentracdes de sacarose. Barra: 1 mm.
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Figura 3. Comprimento da planta da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca, ap6s 45 dias de crescimento in
vitro. A — Intensidades de luz; B — tipos de vedacéo; C — concentragdo de sacarose. Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P <0,05).

A massa fresca da parte aérea diferiu significativamente quando observados
isoladamente os fatores intensidade de luz, tipos de vedagdo e concentracdo de sacarose
(Tabela 1). Observou-se uma diferenca significativa de 2,20 vezes maior massa fresca da
parte aérea na intensidade de luz a 70 pmol m? s quando comparado a 43 pumol m? s*
(Figura 4 A). Também a utilizacdo de membranas como tipos de vedacdo permitiu um
aumento significativo na massa fresca da parte aérea de 2,25 vezes quando comparado aos
tratamentos submetidos sem membranas (Figura 4 B). Ja na concentracdo de sacarose,
observou-se um aumento significativo da massa da parte aérea de 4,51 e 5,59 vezes quando
adicionado sacarose na concentracdo de 20 e 30 g L™ respetivamente, e comparados com 0
g L no entanto, quando comparado a adigdo de sacarose na concentragdo de 20 g L™ e 30

g L ndo se observou diferencas significativas (Figura 4 C).
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Figura 4. Massa fresca da parte aérea da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca, apés 45 dias de crescimento
in vitro. A — intensidades de luz; B — tipos de vedacédo; C — concentracdo de sacarose. Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).
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As intensidades de luz, tipos de vedacgédo e concentragdes de sacarose influenciaram
na massa seca da parte aérea quando verificado cada fator em forma independente (Tabela
1). Observou-se um aumento significativo de 2,38 vezes da massa seca da parte aérea na
intensidade de luz com 70 umol m? s e comparado a 43 pmol m2 s (Figura 5 A). A
utilizagcdo de membranas como tipo de vedagao permitiu um aumento de 2,20 vezes de massa
seca da parte aérea quando comparado com o tipo de vedacdo sem membranas (Figura 5 B).
Assim também, a adicdo de sacarose nas concentracdes de 20 e 30 g L, permitiu um
aumento da massa seca da parte aérea em 3,97 e 5,07 vezes respetivamente, quando
comparado com 0 g L™ de concentragdo de sacarose; no entanto, nas concentragdes de
sacarose entre 20 e 30 g L, ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 5 C).
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Figura 5. Massa seca da parte aérea da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca, apos 45 dias de crescimento
in vitro. A — intensidades de Luz; B — tipos de vedagdo; C — concentracdo de sacarose. Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

Foi possivel observar interacdo significativa entre fatores para intensidade de
luz*tipos de vedagdo na massa seca da parte aérea (Tabela 1). Para intensidade de luz a 43
umol m2 s, os tipos de vedacdo ndo influenciou na massa seca da parte aérea; no entanto,
na intensidade de luz a 70 pmol m2 s, verificou-se maior massa com a utilizacao da vedagéo
com membranas quando comparado a vedacdo sem membranas, apresentando um aumento
de massa de 2,64 vezes quando utilizado o tipo de vedagdo com membrana (Tabela 2).

A utilizagéo do tipo vedagdo sem membranas ndo influenciou significativamente na
massa seca da parte aérea, quando comparado entre intensidade de luz de 43 ou 70 pmol m-
2 51 (Tabela 2). No entanto, 0 aumento da intensidade de luz de 43 para 70 umol m? s,
utilizando-se frascos com membranas, houve aumento da massa seca da parte aérea em 2,88

vezes (Tabela 2).
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Tabela 2. Anélise de desdobramento de intensidade de luz e tipos de vedacéo para massa
seca da parte aérea de pata de vaca (Bauhinia forficata) aos 45 dias de cultivo in vitro.

Intensidade de Luz (umol m?s?)

Tipo de Vedacéo 3 20
Massa seca da parte aérea (mg)
Sem Membranas 21,18 aA 34,56 aB
Com Membranas 31,63 bA 91,16 aA
C.V. (%) 8,80

Meédias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e mindscula na fila ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(P <0.05).

Foi verificado interagdo significativa entre intensidade de luz x concentragdo de
sacarose para massa seca da parte aérea (Tabela 1). Nao houve diferenga significativas entre
as concentracdes de sacarose quando submetidos a intensidade de luz de 43 pmol m? st
(Tabela 3). No entanto, quando submetidos a 70 pmol m s, foi verificado um aumento da
massa seca da parte aérea em 3,99 e 6,31 vezes quando comparados nas concentracdes de
sacarose de 0 g L™t com 20 e 30 g L ! respetivamente (Tabela 3).

Quando observado a interacéo intensidade de luz x concentracdo de sacarose para a
massa seca da parte aérea, ndo foi verificado diferencas significativas nas concentragdes
tanto de 0 como 20 g L* de sacarose, quando comparados entre intensidade de luz de 43 e
70 pmol m2 st (Tabela 3). No entanto, na concentragdo de 30 g L™ de sacarose houve um
aumento significativo de 3,52 vezes na intensidade de luz a 70 pmol m? s e comparado

com 43 pmol m? s (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de desdobramento de intensidades de luz e concentracdes de sacarose para
massa seca da parte aérea de pata de vaca (Bauhinia forficata) aos 45 dias de cultivo in vitro.

Concentragdes de Intensidades de luz (umol m?s?)
Sacarose (g.L™?) 43 70
Massa seca da parte aérea (mg)
0 10,01 aA 16,68 aB
20 39,23 aA 66,59 aA
30 29,96 bA 105,31 aA
C.V. (%) 8,80

Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna e mintscula na fila ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(P <0.05).

Maior massa fresca de raiz foi obtido com a utilizagdo de 70 umol m2 s (Figura 6
A), com membranas (Figura 6 B) e 30 g L™ de concentracéo de sacarose (Figura 6 C). Um
incremento de 2,48 vezes foi obtido quando comparado entre 70 para 43pmol m2 s (Figura
6 A); assim também, a utilizagdo de membranas permitiu um aumento de 2.77 vezes a massa

fresca de raiz quando comparado a sem membranas (Figura 6 B). No entanto, a utilizacao de
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0 e 20 g L™ de concentracio de sacarose néo se observou diferengas significativas, mas estes
apresentaram diferencas significativas com 30 g L™ de concentracdo de sacarose no meio de
cultivo (Figura 6 C). A concentracdo de 30 g L™ de sacarose permitiu um aumento de 52 e
24,20 vezes de massa fresca de raiz quando comparado com as concentraces de 0 e 20 g L

! de sacarose no meio de cultivo respetivamente (Figura 6 C).
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Figura 6. Massa fresca de raiz da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca, apds 45 dias de crescimento in
vitro. A — intensidades de luz; B — tipos de vedacéo; C — concentracdo de sacarose. Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0.05).

Observou-se diferencas significativas da massa seca de raiz quando submetidos em
forma isolada aos tratamentos com diferentes intensidades de luz, tipos de vedacéo e
concentracéo de sacarose (Tabela 1). Verificou-se um incremento de 2,71 vezes a massa seca
de raiz quando submetido a 70 pmol m? s e comparado com 43 umol m2 s (Figura 7 A).
Também, a utilizacdo de membranas permitiu um aumento de 1,60 vezes a massa seca de
raiz quando comparado com a vedagdo sem membranas (Figura 7 B). A adicdo de 20 g L
de sacarose ndo demostrou diferenca significativa quando comparado com 0 g L de
sacarose (Figura 7 C); no entanto, as concentracdes de sacarose de 0 e 20 g L foram
significativos quando comparados com 30 g L™ de sacarose, apresentando uma diferenca de
47,29 e 3,17 vezes maior massa seca da raiz quando comparado com 0 e 20 g L* de sacarose
(Figura 7 C).
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Figura 7. Massa seca de raiz da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca, ap6s 45 dias de crescimento in vitro.
A — intensidades de luz; B — tipos de vedacdo; C — concentracdo de sacarose. Médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0.05).

Para massa seca de raiz, foi possivel observar diferenca significativa para intensidade
de luz x concentracbes de sacarose (Tabela 1). Ndo foram verificadas diferencas
significativas entre intensidade de luz (43 e 70 pmol m s) com concentragdes de sacarose
de 0 e 20 g L%; no entanto, verificou-se diferengas significativas na intensidade de luz entre
43 e 70 umol m2 s para a concentragéo de 30 g L™ de sacarose, obtendo um incremento de
2,41 vezes maior peso com a intensidade de 70 pumol m? s em relagio a 43 pmol m2 s*

(Tabela 4).

Tabela 4. Anélise de desdobramento de intensidades de luz e concentragdes de sacarose para
massa seca de raiz de pata de vaca (Bauhinia forficata) aos 45 dias de cultivo in vitro.

Concentrages de Intensidades de Luz (umol m?s™)
Sacarose (g.L™?) 43 70
Massa seca de raiz (mg)
0 0,19 aB 1,38 aB
20 4,80 aAB 18,60 aB
30 21,74 bA 52,35 aA
C.V. (%) 1,50

Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna e mintscula na fila ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(P <0.05).

Quando observado em forma independente as intensidades de luz, foi observado
diferencas significativas entre concentrag0es de sacarose na massa seca de raiz (Tabela 4).
Na intensidade de luz de 43 pmol m2 s, a concentragio de 20 g L™ de sacarose ndo
apresentou diferencas significativas quando comparado com 0 e 30 g L™ de sacarose; no
entanto, a concentracdo de 30 g L™ de sacarose demostrou uma maior massa seca de raiz
(114,42 vezes) quando comparado com a concentracdo de 0 g L™ de sacarose (Tabela 4). Ja

na intensidade de luz a 70 umol m? s, as concentragdes de 0 e 20 g L™ de sacarose se
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apresentaram indiferentes, no entanto, estes dois Gltimos tratamentos foram diferentes da
concentracéo de 30 g L™ de sacarose, demostrando um incremento significativo de 37,93 e
2,81 vezes maior massa seca de raiz quando comparado com as concentracGes de 0 e 20 g L
! de sacarose respetivamente (Tabela 4).

Para a varidvel massa seca de raiz, foi possivel observar diferencas significativas para
a interacdo tipos de vedagdo*concentracdo de sacarose (Tabela 1). Quando observado para
os tipos de vedacdo sem membranas entre as diferentes concentracdes de sacarose (0, 20 e
30 g L) ndo demostraram diferenca significativas entre si. No entanto, nos tipos de vedagio
com membranas na concentragio de 0 e 20 g L™ de sacarose ndo diferiram; mas, estes
demostraram ser diferentes das plantas mantidas com 30 g L? de sacarose, apresentando
133,78 e 3,25 vezes mais massa seca de raiz em relacio a 0 e 20 g L™ de concentragéo de
sacarose, respetivamente (Tabela 5).

Verificando a massa seca de raiz entre tipos de vedacdo na observagdo em cada
concentracdo de sacarose, ndao foram observadas diferencas significativas entre sem
membranas e com membranas nas concentracdes de 0 e 20 g L™ de sacarose; no entanto, na
concentracdo de 30 g L de sacarose foi observado uma diferenca de 2,85 vezes das plantas

mantidas em frascos com membranas permeaveis a gases (Tabela 5).

Tabela 5. Anélise de desdobramento de tipo de vedacdo e concentracdes de sacarose para
massa seca da parte aérea de pata de vaca (Bauhinia forficata) aos 45 dias de cultivo in vitro.

Concentrages de Tipos de Vedacéo
Sacarose (g.L™?) Sem Membranas Com Membranas
Massa seca de raiz (mg)
0 1,15 aA 0,41 aB
20 6,51 aA 16,89 aB
30 19,24 bA 54,85 aA
C.V. (%) 1,50

Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna e mindscula na fila ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(P <0.05).
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Figura 8. Largura de folha da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca, ap6s 45 dias de crescimento in vitro.
A — intensidades de luz; B — tipos de vedacdo; C — concentracdo de sacarose. Médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0.05).

Tipos de vedagio Concentragbes de sacarose (2 L)

Apresentou-se diferenca significativa na largura da folha para os fatores intensidades
de luz, tipos de vedacéo e concentracdo de sacarose em forma independente (Tabela 1). Uma
maior largura de folha foi obtida em 70 umol m2 s de intensidade luz, sendo 1,31 vezes
maior que 43 umol m? s (Figura 8 A). Com a vedagio de membranas obteve-se uma
diferenca de 1,60 vezes quando comparado com a vedacdo sem membranas (Figura 8 B). Na
concentracdo de 20 g L™ de sacarose demostrou diferenca significativa em relagéo com 0 g
L de sacarose, apresentando 1,61 vezes maior largura de folha. Ja na concentragdo de 30 g
L de sacarose ndo demostrou diferenca significativa em relagio aos tratamentos 0 e 20 g L-
! de sacarose (Figura 8 C).

Para a variavel largura de folha, foi possivel observar diferencas significativas para
a interacdo intensidade de luz*concentracdo de sacarose (Tabela 1). Na intensidade de luz a
43 pmol m2 s n3o foi observado diferengas significativas entre concentragdes de sacarose
(Tabela 6). Na intensidade de luz a 70 umol m s ndo foi observado diferenca significativa
entre as concentrages 20 e 30 g L™ de sacarose; no entanto, estas concentragGes foram
superiores de 0 g L™ de sacarose (Tabela 6).

Quando observados entre intensidades de luz nas diferentes concentracfes de
sacarose, ndo houve diferenca significativa na concentragdo de 0 g L™ de sacarose quando
comparado entre 43 e 70 pumol m2 s (Tabela 6). Na intensidade de luz de 70 pmol m?2 s
apresentou 1,60 e 1,90 vezes maior largura de folha quando comparado com a intensidade
de luz a 43 pmol m? s, nas concentracdes de 20 e 30 g L™ de sacarose, respetivamente
(Tabela 6).
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Tabela 6. Andlise de desdobramento de intensidades de luz e concentracGes de sacarose para
largura de folha de pata de vaca (Bauhinia forficata) aos 45 dias de cultivo in vitro.

Concentracdes de Intensidades de Luz (umol m2s™)
Sacarose (g.L™?) 43 70
Largura de folha (mm)
0 6,44 aA 7,75 aB
20 8,85 bA 14,13 aA
30 6,90 bA 13,69 aA
C.V. (%) 43,10

Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna e mindscula na fila ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(P <0,05).

Obteve-se diferencas significativas no comprimento de folha quando observados em
forma independente cada fator, intensidades de luz, tipos de vedagdo e Concentragdes de
sacarose (Tabela 1). Verificou-se um incremento de 1,06 vezes quando submetido a
intensidade de luz de 70 pmol m? s em relacdo a 43 pmol m? s de intensidade de luz
(Figura 9 A). A utilizagdo de vedagdo com membranas permitiu um aumento de 2,10 vezes
o0 comprimento de folha em relagdo a vedagdo sem membranas (Figura 9 B). As
concentracdes de 20 e 30 g L de sacarose nio foram diferentes entre si, mas foram
diferentes quando comparado a concentracéo de 0 g L™ de sacarose, sendo este Gltimo 1,65
e 0,74 vezes de inferior comprimento de folha quando comparado a 20 e 30 g L* de sacarose
respetivamente (Figura 9 C).
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Figura 9. Comprimento de folha da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca, ap6s 45 dias de crescimento in
vitro. A — Intensidades de luz; B — tipos de vedacdo; C — concentracdes de sacarose. Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0.05).

Para a variavel comprimento de folha, foi possivel observar diferencas significativas
para a interacdo intensidades de luz x concentracGes de sacarose (Tabela 1). N&o houve
diferencas significativas nas concentracdes de 0 e 20 g L™* de sacarose quando comparados

entre intensidade de luz de 43 e 70 umol m? s; no entanto, apresentou diferenca
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significativa de 1,78 vezes maior comprimento para a intensidade de 70 umol m2 s, quando

comparado com 43 pmol m? s (Tabela 7).

Tabela 7. Andlise de desdobramento de intensidades de luz e concentracGes de sacarose para
comprimento de folha de pata de vaca (Bauhinia forficata) aos 45 dias de cultivo in vitro.

Concentrages de Intensidades de Luz (umol m?s™)
Sacarose (g.L™?) 43 70
Comprimento de folha (mm)
0 4,15 aB 6,99 aB
20 11,31 aA 9,23 aAB
30 6,59 bB 11,73 aA
C.V. (%) 13,79

Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna e mindscula na fila ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(P <0.05).

Na intensidade de luz a 43 umol m2 s, ndo foi observado diferencas significativas
entre 0 e 30 g L* de sacarose; no entanto, estes Gltimos foram diferentes significativamente
quando comparado a 20 g L* de sacarose, demostrando um incremento de 2,72 e 1,71 vezes
em relagdo as concentracdes de 0 e 30 g L™ de sacarose, respetivamente (Tabela 7). Para a
intensidade de luz de 70 umol m s, a concentragdo com 20 g L™ de sacarose ndo foi
diferente significativamente das concentracdes 0 e 30 g L™ de sacarose; no entanto, a
concentracdo de 30 g L de sacarose apresentou um aumento significativa de 1,68 vezes em

relagdo a concentracdo de 0 g L de sacarose (Tabela 7).
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Figura 10. Folha por planta da espécie Bauhinia forficata - pata de vaca, ap6s 45 dias de crescimento in vitro.
A — tipos de vedagdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0.05).
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Apresentou-se diferenca significativa para a variavel folha por planta, para os fatores
independentes Intensidades de luz e Tipos de vedacdo (Tabela 1). Foi observado um aumento
de folha por planta em 1,35 vezes quando submetido a 70 umol m? s em relagio a 43 pmol
m2s? (Figura 10 A).
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho, atraveés da analise de variancia com a utilizacdo de LEDs em
diferentes IL, foram observadas maior crescimento e desenvolvimento em NB, CP, MPAF,
MPAS, MRF, MRS, LF e CF. Pinheiro et al. (2019) relataram maiores comprimento da
planta, enraizamento, aclimatacdo das plantas e multiplicacdo de brotos de Alpinia
purpurata, quando utilizadas LED brancas. Gago et al. (2014), observaram incremento de
massa seca da plantas com aumento da intensidade de luz., semelhante ao observado por
Aragjo et al., (2021), quando avaliaram diferentes densidades do fluxo de fotons (20 a 139
umol m? st) e comprimento de ondas por diodos emissores de luz (LEDs) em Aeollanthus
suaveolens. A importancia da luz deriva de sua relagdo com a fotossintese, fotoperiodo e
morfogénese, sendo comprimento de onda, densidade de fluxos fotossinteticamente ativos e
a duracdo da exposicdo da luz, dentre outros, fatores estes capazes de influenciar
desenvolvimento e crescimento das plantas (READ & PREECE, 2003; KUMAR &
REDDY, 2011).

Diversos estudos evidenciam efeito das trocas gasosas na morfogénese in vitro de
vérias espécies (PARK et al., 2004; RIBEIRO et al., 2009; YOON et al., 2009; ARAGON
et al., 2010; CHA-UM et al., 2010). Em Pfaffia glomerata (Spreng.) in vitro, houve maior
crescimento com a utilizacdo de membranas porosas a gases, devido a maior troca de gases
ocasionado pela maior ventilacdo do frasco de cultivo com o meio externo (Saldanha et al.,
(2012) e Correa et al., (2015, 2016). Neste trabalho foram observadas maiores crescimento
do CP, LF, CF, maior NF e maiores pesos da MPAF, MRF, quando submetidos a tratamentos
MM e observados na Figura 6, onde as plantas apresentaram visualmente serem mais
vigorosa e com melhor desenvolvimento morfogénico quando comparados com o tratamento
SM.

Melhores desenvolvimento da morfogénese promovem a planta maior rusticidade e
maturidade quando aumentado o peso fresco e seco da planta, isto como consequéncia de
melhores caracteristicas anatémicas, desenvolvimento do sistema vascular e alta
concentracdo de compostos fenolicos, observados principalmente quando utilizados frascos
com membranas que permitem uma maior troca de gases (BATISTA et al., 2017). Ainda, a
importancia do comprimento da planta radica em que, uma reducdo do tamanho da mesma
junto com menores numeros de brotos ird produzir menos brotos Unicos para a subcultura
(MOHAMED & ALSADON, 2010).
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Segundo Gongalves et al. (2007) as diferencas na utilizacdo de frascos com ou sem
membranas é devido a que, frascos ventilados facilitam maior perda de 4gua podendo afetar
0 crescimento devido a mudangas nas caracteristicas e concentracdo do meio. Porém,
maiores pesos das plantas em vasos ventilados podem ser a consequéncia de um aumento da
concentracdo de CO- e aumento da atividade fotossintética (MOHAMED & ALSADON,
2010).

Observacdes semelhantes a este trabalho também foram relatadas por Pinheiro et al.,
(2013) em que cultivares de Olea europeia apresentaram maior efetividade para
multiplicacdo de gemas e estabelecimento de brotos in vitro com o0 uso de frascos com
membranas, permitindo maiores trocas de gases e consequentemente maior crescimento e
fisiologia da planta. No trabalho desenvolvido pelos pesquisadores Mohamed & Alsadon
(2010), observaram plantas mais curtas, maiores folhas, menor peso fresco da parte aérea e
maior peso seco da parte aérea em vasos ventilados com membranas de polipropileno
microporosa de 10 mm. Também Batista et al. (2017), relataram estrutura anatémica
diferenciadas e mais vigorosas em plantas submetidas a frascos com membranas,
apresentando plantas maiores, folhas mais expandidas, maior nimero de folhas, massa fresca
e seca da parte aérea.

No presente trabalho, a medida que houve incremento na concentracdo de sacarose
(0 a30g L"), foi possivel observar aumento em NB, CP, MPAF, MPAS, MRF, MRS, LF e
CF. Mohamed & Alsadon (2010) também observaram um aumento significativo na altura e
peso da parte aérea fresca com o aumento da concentragdo de sacarose de 10 a 30 g.L™.
Células vegetais, tecidos e culturas de érgdos precisam de sacarose como fonte de carbono
(GAGO et al., 2014), para garantir o desenvolvimento, sustentacdo do metabolismo
fotomixotrofico e precursor de metabolitos de sinaliza¢do ou carbono (COUPE et al., 2006;
MULLER et al., 2011), ndo influenciando a germinagdo, mas necessaria para o crescimento
da planta (WALTER, 2019).

Em anélises de inteligéncia artificial sobre o efeito da sacarose nos parametros
morfogénicos, Gago et al. (2014) observaram atraves de um modelo de predi¢do que o
aumento da concentragdo de sacarose tem um forte e independente efeito sobre o
comprimento da raiz e comprimento dos brotos, determinando a sobrevivéncia das plantas.

Gago et al. (2014) observaram interacdo significativa entre luz e sacarose para o
namero de folias e peso seco da planta. O mesmo autor relatou que aumentos significados
foram encontrados com um aumento da concentracdo de sacarose e intensidade de luz (122-

138 umol m2.s71). Neste estudo ndo foi observado diferencas para a interagio (ILxNS) no



47

NF; no entanto, similar resposta foi obtido para MPAS em relacdo as observac6es do autor
anterior. Além desses resultados, também foram encontradas diferencas significativas para
as variaveis MRS, LF e CF; e ndo interferiram significativamente nas variaveis NB, CP,
MPAF, MRF e NF.

Maior crescimento da planta foi observado na espécie P. glomerata, quando
submetido a tampas com membranas e incremento de sacarose (SALDANHA et al., 2013).
No entanto, nesta pesquisa ndo foram observadas diferencas significativas para esta variavel
na interacdo (TVXNS); mas, contrario ao anterior autor foram observados maiores pesos da
MRS. Mohamed & Alsadon (2010), observaram plantas com maior altura quando tratados
sem membranas e 30 g.L™ de sacarose no meio de cultura, diminuicio do nimero de brotos
em vasos sem membranas e aumento de 0 a 30 g L de sacarose, apresentando o maior
numero de brotos e peso seco da planta quando submetidos a vasos com membranas e 20
g.L? de sacarose, resultados que ndo foram observados neste trabalho. Os mesmos autores
indicaram que o uso de frascos ventilados com baixa concentracéo de sacarose pode induzir
com sucesso a cultura fotomixotréfica, resultando em maior peso de folha, anatomia da folha

e desenvolvimento da planta.
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5. CONCLUSAO

A condicao mais indicada para o cultivo in vitro de pata-de-vaca (Bauhinia forficata
Link), é com a utilizacdo de 30 g L™ de sacarose no meio de cultura e a vedagio com
membranas nos frascos para propiciar maiores trocas gasosas, independente da intensidade
de luz.
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