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RESUMO

A Sucupira Preta é bastante utilizada para construcéo civil e reflorestamento, porém
possui dorméncia tegumentar em suas sementes, dificultando sua germinacdo e
consequentemente o cultivo da espécie. Portanto, faz-se necessario o uso da técnica de
cultivo in vitro possibilitando a obtencdo de grande quantidade de plantas uniformes.
Contudo, para que esses explantes figuem em seu ambiente natural € preciso passar pela
etapa critica de aclimatizacdo, onde o numero de perda das plantas é alto, em
consequéncia principalmente da intensidade luminosa. Objetivou-se entdo com esse
trabalho otimizar a aclimatizacdo de Bowdichia virgilioides Kunth atraves de diferentes
intensidades e qualidade de luz, a fim de reduzir os danos ocasionados por este
processo. O experimento foi realizado em duas etapas, sendo a primeira, o cultivo in
vitro e a segunda a aclimatizacdo. As sementes foram escarificadas com acido sulfdrico,
lavadas trés vezes com &gua destiladas e inoculas em meio MS e ap6s 60 dias de cultivo
in vitro, as plantas foram submetidas a intensidades luminosas (tratamentos) de luz
direta; 70, 50, 30% por meio do uso de sombrites vermelho e preto; e auséncia de luz.
As varidveis analisadas foram comprimento do caule, numero de foliolos, teor de
pigmentos cloroplastidicos e comprimento da raiz. Observou-se que ao utilizar a malha
vermelha em 50% e 70% de luz houve um melhor crescimento durante a fase de
aclimatizacdo quando comparada com as malhas pretas, uma vez que, em 70% na malha
vermelha, a maior média do nimero de folhas ocorreu também nos tratamento de 50% e
70% de luz. Portanto, o sombrite vermelho de 70% proporcionou melhores condig¢oes
de crescimento e aclimatizagdo da espécie.

Palavras-chave: cultivo in vitro; luminosidade; sombrite.



ABSTRACT
Bowdichia virgilioides Kunth often is used as a building material and reflorestation,
however its seeds have integumentary numbness that makes they difficult to germinate.
Thus the cultivation in vitro technique becomes necessary to reach a big amount of
plants with even size. Tough, this explants only will be able to be planted if they pass
through a critical stage of acclimatation that results in a big loss of explant due to the
light intensity. The objective of this work was to optimize the acclimatization of
Bowdichia virgilioides Kunth through differente intensities and light quality in order to
reduce the damages caused by this process. The experiment was carried out in two
stages, the first onde being the in vitro cultivation, carried out at the Palnt
Biotechnology and Genotoxicity laboratory of Federal University of Alfenas, and the
second, acclimatization, in the city of Santa Cruz das Palmeiras-SP. It was noted that
the seedlings under red meshs with light penetrance of 70% and 50% had a better
development during the acclimatation stage than other mesh especially black. Since the
red mesh with light penetrance of 70% reach the average of root size 126mm while the
highest average in blacks mesh 50% was 59,13mm. The highest average of number of
leaflets happened under the meshs with 70% and 50% and scored 30,84 and 35,15
respectively. Therefor, the red mesh 70% provided better conditions to acclimatation of

Bowdichia virgilioides Kunth.

Keywords: in vitro cultivation; luminosity; sombre.
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1 INTRODUCAO

Bowdichia virgilioides Kunth. é conhecida popularmente como Sucupira-Preta.
Essa espécie pertence a familia Fabaceae, possui até 16 metros de altura, com flores
didicas de coloracao violeta. Pode ser encontrada em diferentes regides do Brasil como
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Para, Roraima e S&o Paulo. Possui grande potencial
econdmico uma vez que sua madeira é considerada de alta densidade e durabilidade,
tornando-a muito visada para construcdo civil, acabamentos internos, construcdo de
moveis de luxo (ARANTES et al., 2015), além de ser bastante utilizada para
recuperacdo de areas degradadas e para reflorestamento (LORENZI, 2008). Seus frutos
amadurecem entre 0s meses de outubro a margo e suas vagens, consideradas pequenas,
achatadas e indeiscentes, englobam poucas sementes, estas com baixo potencial de
germinacdo (0 a 2%) devido a dorméncia tegumentar (LIMA, et al., 2018). Nesse tipo
de dorméncia, as sementes mesmo sendo viaveis ndo germinam sob condigfes
favoraveis. 1sso ocorre, pois o tecido tegumentar da semente é impermeavel as trocas
gasosas e a agua (COELHO, et al., 2010). Portanto, em consequéncia da dificuldade de
germinacdo e do corte excessivo devido sua ampla utilidade, faz-se necessario o uso da
técnica de cultivo in vitro a fim de aumentar a propagacdo da espécie. Diversos
trabalhos com Sucupira-Preta utilizando essa técnica biotecnolégica podem ser
encontrados na literatura, como por exemplo, o de MOURA et al., (2014) que analisou
a germinacdo in vitro da Bowdichia virgilioides Kunth.

O cultivo in vitro permite obter grandes quantidades de plantas uniformes, livres
de patdgenos e em qualquer época do ano. Essa técnica é realizada em ambiente
asséptico, com luminosidade e temperaturas 6timas controladas, a fim de melhorar a
producdo (FARIA et al., 2012; PASQUAL et al., 2011). Possui grande importancia
para a propagacdo de espécies com carater medicinal ou que possuem germinagdo
dificultada. O ambiente in vitro é caracterizado por possuir alta e constante temperatura,
alta umidade relativa, baixa irradiancia, baixa trocas gasosas e concentragdes ideais de
carboidratos e nutrientes, o que possibilita o explante a ndo ser totalmente dependente
da atividade fotossintética (FERRARI et al., 2016) e, portanto, ela ndo é bem
desenvolvida, além de possuirem estdmatos ndo funcionais.

Para que seja possivel a introducdo das mudas ao ambiente natural € necessario
que ocorra a aclimatizagéo, processo em que as plantas se ajustam a um novo ambiente.

A transferéncia das plantas do cultivo in vitro (condigdo heterotrofica) para o ex vitro
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(condicdo autotrofica) causa estresses fisiologicos as plantulas devido a grande
diferenga das condicdes do ambiente proposto. Como estratégia adaptativa, as plantas
nessa etapa devem desenvolver seus mecanismos de condutancia osmotica e de controle
de transpiracdo, aumentar a taxa de fotossintese além de ativar seus mecanismos de
controle da perda de agua (FERMINO JUNIOR et al., 2011). A perda de vigor e a
morte das plantas sdo grandes problemas enfrentados na aclimatizacdo (BANDEIRA et
al., 2007). Essa etapa do cultivo é considerada crucial, pois caso feita erroneamente
pode ocorrer grandes perdas (DUTRA et al., 2009).

Dentre os fatores ambientais, a luz regula varios processos do desenvolvimento
vegetal e é considerada uma fonte priméria de energia para as plantas, sendo primordial
para seu crescimento por fornecer energia para fotossintese. Ela também é responsavel
pela fotoestimulacdo da biossintese de substancias, do fototropismo e da
fotomorfogénese (LENHARD et al., 2013), além de atuar na acumulacdo e composicao
de pigmentacdo, na concentracdo enddgena de reguladores de crescimento e na divisdo
celular (ALMEIDA, MUNDSTOCK, 1998). Desse modo, diferentes intensidades e
qualidade de luz podem influenciar diretamente no crescimento e desenvolvimento
vegetal (SOUZA et al., 2007).

A Luz solar é a unica fonte de luz que proporciona o espectro completo de cores
necessario para o desenvolvimento das plantas, uma vez que elas necessitam de
diferentes intensidades de luz e periodos especificos de cada comprimento de onda,
sendo, portanto, a melhor fonte de iluminagdo. A luz artificial possui como vantagem a
possibilidade de ser acionada ou desligada, podendo servir como auxilio em dias de
auséncia de luz solar (NUNES, 2013).

Visto que a luz interfere diretamente no desenvolvimento das plantas, o uso de
sombrites pode ser uma alternativa para melhorar as condigbes ambientais e
consequentemente o processo de aclimatizacdo, por permitir manipular a luminosidade
transmitida, deixando o ambiente mais favoravel para o crescimento e desenvolvimento
das plantas. Os sombrites pretos, tradicionais, auxiliam apenas na intensidade da
transmissdo de luz, através de diferentes malhas de cobertura, ja 0 uso de sombrites
coloridos busca melhorar ainda mais o cultivo por interferir tanto na intensidade quanto
na qualidade espectral, fator importantissimo no processo de fotossintese e pode
potencializar o alongamento da parte aérea, brotacéo e até a rizogénese (SOUZA et al.,
2011).
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Portanto, objetivou-se com esse trabalho otimizar a etapa de aclimatizacdo por
meio do estudo de diferentes intensidades e qualidade de luz, a fim de maximizar o

crescimento e desenvolvimento da espécie Bowdichia virgilioides.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sucupira-preta

A espécie Bowdichia virgilioides Kunth popularmente conhecida como Sucupira
preta, Sucupira do cerrado, angelim amargoso, sucupira do campo, e coracdo de negro
(ALMEIDA et al., 1998; DEHARO et al., 2001) é arborea de grande porte, helidfita,
anemocorica e decidua. Assim como outras espécies de sua familia, é adaptada a
terrenos pobres e secos (BRANDAO; FERREIRA et al., 1991; LORENZI et al., 1992),
e portanto é bastante encontrada em campos de cerrado.

A Sucupira-preta tem sido utilizada recentemente para recuperacdo de areas
degradadas e reflorestamento (ARANTES et al., 2015), além de, por possuir compostos
bioativos, ser de grande interesse na medicina popular para combater diabetes
inflamacGes em geral e reumatismos. OLIVEIRA; SAITO, (1989) iniciou pesquisas
sobre o uso de Bowdichia virgilioides Kunth como forma complementar de tratamento
de diabetes, e SILVA et al., (2015) verificaram beneficios nos parametros fisioldgicos e

bioquimicos alterados nessa doenca.

As arvores de sucupira-preta sdo ramosas e podem atingir até 20 metros de altura
quando adultas. Possuem folhas pinadas com foliolos pubescentes, sua floragdo ocorre
entre 0s meses de agosto e setembro e seus frutos sdo legumes secos achatados que
abrigam as sementes de cerca de 3 a5 mm (CRUZ et al., 2012; LORENZI, 2008; RIZZINI,
1990). As sementes possuem coloracdo avermelhada e possuem impermeabilidade
tegumentar a 4gua o que ocasiona altas taxas de dorméncia dificultando a germinacéo.
Na natureza, a sucupira-preta possui baixa taxa de germinacgéo, ficando entre 0 e 2%,
porém com a superacdo dessa dorméncia essa taxa pode aumentar para 45 a 88%
(CARVALHO, 2006).

Para a reproducdo em viveiros, é vidvel fazer a quebra de dorméncia, que pode ser
por escarificagdo quimica, colocando-as no &cido sulfarico concentrado (H,SO.) por
cerca de 8 a 10 minutos; escarificagdo mecanica utilizando lixa d’4dgua; uso de solventes
com alcool etilico; emersdo em agua a temperatura entre 80 a 100° C (SMIDERLE;
SCHWENGBER, 2011), entre outros.
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2.2 Cultivo in vitro

O cultivo in vitro compreende diversas técnicas que, em condicOes assépticas, 0
explante de interesse € isolado em um meio artificial contendo toda a nutrigdo
necessaria para ele se desenvolver. Esse cultivo é de grande importancia uma vez que
potencializa a propagacdo das espécies, tornando-a mais rapida e podendo ocorrer em
qualquer época do ano, além de necessitar de pouco espago para manipulagdo e servir
como ferramenta para eliminacdo de patégenos, produzindo matrizes com qualidade
genética e sanitaria (SILVA et al., 2014). E possivel otimizar as condices de cultura
para determinada espécie através do uso de nutrientes especificos, reguladores de
crescimento, controle das condi¢des de temperatura e luminosidade adequada, entre
outros. Essa técnica se baseia no principio da totipoténcia celular e possui como
principal objetivo controlar o crescimento e desenvolvimento do explante. (SILVA et
al., 2014). Ao final do cultivo in vitro, é necessario fazer a aclimatizacdo, ou seja,
transferéncia do ambiente in vitro para o ex vitro, para que os explantes retornem ao seu

ambiente natural.

2.3 Aclimatizacao

A aclimatizacdo é uma etapa critica do cultivo in vitro e requer muito cuidado e
atencdo. Neste momento ocorre a passagem da condicdo heterotréfica para autotrofica
das plantas e, é essencial fazer com que essas plantas superem as dificuldades
encontradas quando se faz tal mudanca de ambiente. Portanto, € necessario que 0s
vegetais passem por essa etapa antes de serem transferidos para o campo (MOREIRA et
al., 2005).

Como o ambiente in vitro é caracterizado por uma atmosfera saturada, mais
umida, com alta e constante temperatura (DONNELLY E TISDALL, 1993) e por conter
todos os nutrientes e carboidratos nas concentracdes ideais para 0 crescimento e
desenvolvimento do explante, a planta que se encontra nesse ambiente apresenta
mudancas tanto fisiologicas quanto morfologicas. Uma das alteragdes € a perda da
camada de cera epicuticular, uma vez que elas se encontram em um ambiente muito
umido, resultando na diminuicdo da taxa de transpiracdo e apresentando como
conseqiiéncia uma rapida e grande desidratacdo na transferéncia para o ambiente ex

vitro (GEORGE, 1993). Outra alteracdo estd na presenca de um sistema fotossintético
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ndo muito desenvolvido, ja que essas plantas ndo sdo totalmente dependentes das
atividades fotossintéticas (BANDEIRA et al., 2007).

Existem alguns métodos que podem ser utilizados para auxiliar o processo de
aclimatizacdo evitando a mortalidade das plantas como, por exemplo, adicionar solugéo
nutritiva ao substrato, controlar a intensidade luminosa e proporcionar uma atmosfera
mais Umida para melhor adaptacdo dos vegetais. A adicdo de solugdo nutritiva ao
substrato propicia as plantas um desenvolvimento mais adequado, uma vez que contém
0s nutrientes necessarios para o crescimento vegetal, porém altas concentracdes dos ions
presentes em tal solucdo podem influenciar negativamente o desenvolvimento da planta
devido ao potencial osmotico causado, diminuindo a absor¢do de &gua (TERCEIRO
NETO et al., 2004). Para mudas de violeta africana, a solu¢do nutritiva MS (1962) de
CE 1 dS/m de forma continua proporcionou melhores resultados para peso fresco, altura
da planta e diametro (TERCEIRO NETO et al., 2004), melhorando o desenvolvimento
da espécie durante a aclimatizacéo.

A intensidade luminosa possui um papel importante para o vegetal devido ao
fornecimento de energia para o processo fotossintético. Além disso, ela atua na
regulacdo de vérias respostas morfofisiologicas e, portanto, € considerado um fator
fundamental de extrema importancia para a regulacdo do crescimento e
desenvolvimento das plantas. Na aclimatizagdo, por ser uma etapa em que a planta
passa para uma condicdo autotréfica, a intensidade luminosa deve ser muito bem
estudada, pois ela afeta o desenvolvimento do mecanismo fotossintético vegetal,
favorecendo assim o processo de fotossintese (SILVA, 2016).

Outro fator importante no processo de aclimatizacdo é a qualidade da luz. A
qualidade espectral influencia diretamente a fotossintese a fotomorfogénese, auxiliando
o desenvolvimento e o alongamento da parte aérea, brotacdo e até a rizogénese (SOUZA
et al., 2011). Uma maneira de controlar e alterar a qualidade da luz € através da
utilizacdo de sombrites com malhas e colorac6es diferentes, uma vez que interferem nos
espectros de transmitancia da radiacéo

Segundo Victério et al., (2007), o uso da malha vermelha proporciona maior
transmitancia nos comprimentos de onda superiores a 590 nm e apresenta picos baixos
em 400 nm. Essa regido espectral permite a absorcdo maxima pela clorofila a,
otimizando a fotossintese. A absorcdo preferencial da luz vermelha pelos vegetais
ocorre por reduzir a relagéo entre o vermelho e o vermelho extremo. A capacidade em

detectar tais modificacbes precocemente otimiza o processo de emisséo e a
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sobrevivéncia de afilhos e consequentemente o potencial produtivo (ALMEIDA 1998).
O fitocromo e a clorofila s&o pigmentos que processam a energia luminosa para ser
usada em eventuais processos fisiologicos. A maior absorcdo desses pigmentos ocorre
na regido do vermelho e, portanto, sdo potencializados com o uso das malhas
vermelhas. Com o aumento da concentracdo desses fotorreceptores ocorre um maior
acumulo de agUcares nas plantas acarretando em maior crescimento (NUNES, 2013)
Muitos estudos séo realizados com a utilizacdo de telas de sombreamento, nas
cores pretas, vermelhas e azuis e em diferentes taxas de transparéncia (abertura da tela),
permitindo dessa forma a alteracdo do comprimento de onda e da quantidade de energia
incidente na planta. O objetivo dessa pesquisa foi otimizar o processo de aclimatizacao
de Bowdichia virgilioides Kunth atraves de diferentes intensidades e qualidade de luz.

2.4 Analises Bioquimicas — Pigmentos Cloroplastidicos

As clorofilas sdo 0s pigmentos naturais mais numerosos presentes nas plantas e
transcorrem nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais. Os pigmentos
fotossintéticos, como por exemplo, a clorofila a clorofila b e carotendides, presentes e
sua quantidade variam de acordo com cada espécie. Esses pigmentos sdo responsaveis
pela absorcdo da energia luminosa que posteriormente é transformada em energia
quimica pelo processo de fotossintese. Os vegetais utilizam desta para seu crescimento e
desenvolvimento (STREIT et al., 2005).

Em um estudo realizado por (CASSANA, 2007) mostrou que a intensidade
luminosa interfere na concentracdo dos pigmentos cloroplastidicos nas folhas, onde a
maximizacdo do teor de clorofila ocorreu em uma densidade de fluxo de fétons de 14

umol m?s ™ e a de carotendide ocorreu na densidade de 60 pmol m?s ™.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

OTIMIZACAO DA ACLIMATIZACAO DE Bowdichia virgilioides Kunth
MEDIANTE DIFERENTES INTENSIDADES E QUALIDADE DE LUZ

Resumo:

O cultivo in vitro é uma técnica biotecnolégica que possibilita a obtencdo de
grande quantidade de plantas uniformes, livres de patdgenos e em qualquer época do
ano. Essa técnica é muito utilizada com a Sucupira-Preta pelo fato da espécie possuir
baixa taxa de germinacdo devido a existéncia de dorméncia tegumentar. Contudo, a
aclimatizacdo € uma etapa critica, pois ocorre grande perda de explantes, em
consequéncia principalmente da intensidade luminosa. Objetivou-se entdo otimizar o
processo de aclimatizacdo da espécie Bowdichia virgilioides Kunth através de diferentes
intensidades e qualidade de luz. O experimento foi realizado em duas etapas, sendo a
primeira o cultivo in vitro e a segunda a aclimatizagdo. As sementes foram escarificadas
com acido sulfurico, lavadas trés vezes com agua destilada e inoculas em meio MS e
apos 60 dias de cultivo in vitro foi realizado o processo de aclimatizacdo. Os
tratamentos utilizados foram: Luz direta; 70, 50, 30% de luz por meio do uso de
sombrites vermelho e preto; e auséncia de Luz. As mudas cultivadas em malhas
vermelhas de 50% e 70% de luz apresentaram maiores médias no numero de foliolos e
do comprimento da raiz quando comparada com o sombrite preto e, portanto, permitiu
melhor crescimento da espécie na etapa de aclimatizacao.

Palavras-chave: cultivo in vitro; luminosidade; sombrite.
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Abstract

In vitro cultivation is a biotechnological technique that makes it possible to
obtain a large amount of uniform plants, free of pathogens and at any time of the year.
This technique is widely used with Sucupira-Preta due to the fact that the species has a
low germination rate due to the existence of tegumentary dormancy. However,
acclimatization is a critical step, as there is a great loss of explants, mainly as a result of
light intensity. The objective was then to optimize the acclimatization process of
Bowdichia virgilioides Kunth through different intensities and quality of light. The
experiment was carried out in two stages, the first being in vitro cultivation and the
second acclimatization. The seeds were scarified with sulfuric acid, washed three times
with distilled water and inoculated in MS medium and after 60 days of in vitro
cultivation, the acclimatization process was carried out. The treatments used were:
Direct light; 70, 50, 30% light through the use of red and black shades; and absence of
light. The seedlings grown in red meshes of 50% and 70% of light showed higher
averages in the number of leaflets and root length when compared to the black shade

and, therefore, allowed better growth of the species in the acclimatization stage. .

Keywords: in vitro cultivation; luminosity; sombre.
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Introducao:

A Sucupira-Preta, Bowdichia virgilioides Kunth é muito visada pela inddstria civil
e é alvo de muitos estudos. Suas sementes possuem baixo potencial de germinagédo
devido a existéncia de dorméncia tegumentar (LIMA et al., 2018). Nesse tipo de
dorméncia, as sementes mesmo sendo viaveis ndo germinam sob condigdes favoraveis.
Isso ocorre, pois o tecido tegumentar da semente é impermeavel as trocas gasosas e a
agua (COELHO et al., 2010). A extracao excessiva e o fato de possuir baixo potencial
de germinacdo (0 a 2%) faz com que seja bastante propagada em cultivo in vitro.

A aclimatizacdo é uma etapa crucial do cultivo in vitro, no qual ocorre a
transferéncia das plantas de sua condicao heterotrofica para condi¢des autotroficas. Essa
mudanca de ambiente ocasiona estresses fisiologicos ao explante principalmente pelo
fato de, no cultivo in vitro, elas ndo serem dependentes da atividade fotossintética e,
portanto, ndo serem muito desenvolvidas. Desse modo, nessa etapa, as plantas precisam
desenvolver seus mecanismos fotossintéticos e de controle da perda de &gua
(FERMINO JUNIOR et al., 2011) causando grande perda de vigor e morte das plantulas
(BANDEIRA et al., 2007).

A luz é uma fonte priméria de energia para as plantas sendo primordial para seu
crescimento por fornecer energia para fotossintese (ROCHA de FREITAS et al., 2015).
Tanto a intensidade quanto a qualidade de luz sdo fatores que influenciam diretamente a
emergéncia e crescimento de mudas, a biossintese de compostos quimicos, estruturas
anatdmicas das folhas e na acumulacéo e composicdo de pigmentacdo (SOUZA et al.,
2007).

Visto que a luz interfere diretamente no crescimento e desenvolvimento das
plantas, utilizam-se sombrites como alternativa para otimizar o processo de
aclimatizacdo por permitir manipular o microclima do ambiente, tornando-o mais
favoravel. Os sombrites pretos, tradicionais, modificam apenas a intensidade de luz
transmitida para as plantas através do uso de diferentes malhas de cobertura. O uso de
malhas coloridas busca melhorar ainda mais o cultivo, dado que a qualidade espectral é
um fator importante no processo de fotossintese e de fotomorfogénese, podendo
potencializar o alongamento da parte aérea, brotacéo e até a rizogénese (SOUZA et al.,
2011).

Sombrites coloridos se diferem nos espectros de transmitancia da radiagdo, ou
seja, na qualidade da luz. Segundo Victorio et al., (2007), o uso da malha vermelha
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acarreta em uma maior transmitancia nos comprimentos de onda superiores a 590 nm,
regido espectral em que ocorre absor¢cdo maxima pela clorofila a, otimizando a
fotossintese. A absorcao preferencial da luz vermelha pelos vegetais ocorre por reduzir
a relacao entre o vermelho e o vermelho extremo (ALMEIDA 1998).

Muitos estudos séo realizados com a utilizacdo de telas de sombreamento, nas
cores pretas, vermelhas e azuis e em diferentes taxas de transparéncia (abertura da tela),
permitindo dessa forma a alteracdo do comprimento de onda e da quantidade de energia
incidente na planta. O objetivo dessa pesquisa foi otimizar o processo de aclimatizacao

de Bowdichia virgilioides Kunth através de diferentes intensidades e qualidade de luz.

Material e Métodos

Cultivo in vitro de Bowdichia virgilioides Kunth

As sementes de Bowdichia virgilioides Kunth foram coletadas na regido de
Alfenas - Sul de Minas “21,06425 S 45,3418 W ” e limpas (retiradas da vagem)
manualmente. Posteriormente foi feito a escarificagdo quimica das sementes utilizando
acido sulfarico concentrado por 10 minutos, em seguida foram lavadas trés vezes com
agua destilada e inoculadas em tubos de ensaio (23 x 137 mm) contendo 15 mL de meio
de cultura MS suplementado com 30 g.L™ de sacarose e 7 g.L™ de &gar, o pH ajustado
para 5,8 £ 0,1 antes da autoclavagem que foi efetuada a 121 ° C, pressao de 1,0 atm por
um periodo de 20 minutos. Depois de inoculadas, as sementes ficaram na sala de
crescimento com fotoperiodo de 12 h e 25 °C durante 2 meses quando atingiram um

comprimento médio de 7 cm.

Aclimatizacao

A aclimatizacdo foi realizada ap6s dois meses de cultivo in vitro, nos meses de
abril e maio de 2018, e teve duragdo de 50 dias. As plantas foram transferidas para
recipientes plasticos de 500 mL contendo areia e substrato a base de turfa, casca de
pinus e carvao vegetal, enriquecido com macro e micronutrientes, na proporcao de 1:3
respectivamente, regados com 10 mL de agua e, imediatamente, os recipientes foram
cobertos com saquinhos plasticos para manter a umidade do ambiente. Os tratamentos
utilizados foram: Luz direta; 70, 50, 30% de luz por meio do uso de sombrites vermelho
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e preto; e auséncia de Luz, totalizando 8 tratamentos. Cada tratamento continha 20
repeticdes, ou seja, 20 plantulas. Essas foram posicionadas em um local que continha
tanto a luz solar quanto lampadas de led branca fria de 10 W de poténcia programada
em fotoperiodo de 12 horas, para auxiliar na luminosidade. A irrigacdo foi realizada
quinzenalmente, conforme testes realizados anteriormente com dados ndo divulgados,
com o auxilio de uma seringa com 10 mL de agua e, semanalmente foi feito cortes nas
extremidades dos saquinhos de plastico até a retirada total, que ocorreu apos cinco
semanas de cultivo, propiciando a adaptacdo das plantas ao ambiente externo. Apos a
retirada total dos saquinhos, as plantulas permaneceram por mais sete dias (uma
semana) sob as condi¢des de cada tratamento para depois serem realizadas as analises

destrutivas.

Parametros de Crescimento

As avaliacBGes foram realizadas semanalmente, finalizadas apds 7 semanas (50
dias de aclimatizacdo). Foram feitas 7 coletas durante o experimento, contendo
comprimento do caule (cm) e numero de foliolos. A coleta destrutiva foi realizada ao
final do experimento, onde foi avaliada a massa fresca da parte aérea (g) e comprimento
das raizes (mm). O comprimento do caule foi obtido com auxilio do programa Image

J®, ja para as raizes foi utilizado um paquimetro digital (Digimess, Séo Paulo, Brasil).

Andlise de pigmentos cloroplastidicos foliares

Os teores de pigmentos cloroplastidicos foram determinados em
espectrofotbmetro a partir de 0,2 g de amostras de folhas homogeneizados com 10,0 mL
de acetona 80% armazenados em tubos de ensaio no escuro por 48h. A leitura foi feita
no espectrofotbmetro com comprimentos de ondas de 663,2; 646,2 e 470,1 nm para
teores de clorofila a, b e carotendides, respectivamente (LICHTENTHALES E
WELBURN, 1983).

Analise estatistica

Os dados coletados foram organizados e submetidos a andlise estatistica. O

delineamento experimental em esquema fatorial 2x10, inteiramente casualizado com 10
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tratamentos, usando os tratamentos de luz direta e auséncia de luz como controle
positivo e negativo para ambos sombrites. Os dados foram submetidos a anélise de
variancia pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizando o programa
SISVAR.

Resultados

Para o parametro avaliativo pigmentos cloroplastidicos, os teores de clorofila a,
clorofila b e carotenoides possuiram o mesmo comportamento (figura 1), onde maiores
valores foram encontrados em pleno sol. O sombrite vermelho proporcionou maiores
médias de todos os pigmentos quando comparado com o sombrite preto e, as piores

médias foram obtidas no tratamento do escuro.
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Figura 1: Teor de Clorofila a, Clorofila b e carotendides de Bowdichia virgilioides apds 50 dias de aclimatizagéo em

diferentes intensidades de luz utilizando sombrite preto e vermelho. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de

Snott-Knott a 5% de significancia. SV: Sombrite Vermelho; SP: Sombrite Preto.

Para o parametro avaliativo nimero de foliolos, o sombrite vermelho apresentou

melhores resultados quando comparado com o sombrite preto, como mostra a Tabela 1.

Os tratamentos de 50% e 70% de luz no vermelho obtiveram maiores médias de nimero

de foliolos por planta. O pior tratamento foi o escuro, com apenas 8,06 foliolos.
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Tabela 1: Namero de foliolos de Bowdichia virgilioides aclimatizadas em diferentes malhas de sombrite preto e,

vermelho no decorrer de 49 dias. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Snott-Knott a 5% de significancia..
SV: Sombrite Vermelho; SP: Sombrite Preto.

Niimero de Foliolos

Intensidade

de Luz (%) 7" dia 14° dia 21° dia 28° dia 35° dia 42 dia 49° dia

M8V 260520852 273501662 302521302 2912£197a 3207+250a 338421072 3515£229a
08V 25952107a 2638£096a 273120932 2962+100a 32232097a 333121102 3084£130a
308V 197040450 219440550 22294075b 2343+£104b 2357+170b 23784155b  22,78+£1.09¢
TOSP  1810+£140b 2031+£138b 2200+115b 2416+£112b 2435+138b 25624192b 2525+£136b
08P 18101400 1621+203c 21.00£091b 21771450 2164+135b 23882207b 20.11:184c
J05P  1810+£140b 2068+107b 2210:£158b 2166+164b 223521756 2147157b  2200£139¢
Pleno Sol 2060+105b 21.88+£091b 2368+099b 2343+102b 2328+105b 2507+101b 2584+163b
Escuro 12152102¢ 13682091b 1432:131c 15772111c 14762222c¢ 1276+146c 80620864

2
2

Ao analisar as diferentes malhas de sombrites pretos separadamente dos
sombrites vermelho, percebe-se que nessas malhas ndo houve diferenca significativa
tratamentos nos primeiros 42 dias. Entretanto, apds 49 dias de aclimatizacdo, houve
diferenca significativa e, o sombrite de 70% de luminosidade proporcionou maior média
de numero de foliolos por planta sendo estatisticamente igual ao tratamento de pleno
sol.

Avaliando apenas as malhas vermelhas pode-se perceber que houve diferenca
significativa em todas as analises de numero de foliolos. Os tratamentos com 70% e
50% de luz apresentaram maiores médias de foliolos por plantas. Ja as plantas que
permaneceram no escuro obtiveram o menor nimero de foliolos.

Para o parametro altura da planta, os melhores resultados foram obtidos nos
tratamentos com sombrite vermelho nas primeiras avaliagdes. Apos 21 dias de cultivo,
as malhas de 70% e 50% de luz no sombrite preto foram estatisticamente iguais as
malhas do sombrite vermelho e maiores que a malha de 30% de luz no sombrite preto e

0s tratamentos de pleno sol e escuro, como mostra a tabela 2.
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Tabela 2: Altura da planta de Bowdichia virgilioides apds 50 dias de aclimatizacdo em diferentes intensidades de luz

utilizando sombrite preto e vermelho. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Snott-Knott a 5% de

significancia. SV: Sombrite Vermelho; SP: Sombrite Preto.

Altura da Planta (cm)

i“:‘;f‘::d{:’:; 7 dia 14" dia 21° dia 28° dia 35° dia 42° dia 49° dia
SV 93520482 93220512 93120452 96320542 107420542 1084209%a 110520852
SOSV 89320572 9100552 942£054a 9380482 974206la 974051  96106la
NSV 81020452 81120432 82620452 8590542 91020432 9430442  958047a
0SP 770:044b  TA3:04b  815£06la 82650622 881£063a 93920602  950+071a
SOSP 759+006b  T70£042b 8130752 86750782 873063 92820832 9584085
0SP 643+046b  677:042b 684+044b TAI£050b  T85£052b  8244071b  839£073b

PlenoSol 659:032b 6642032b 674033b 720£031b 725:042b 7842044  T61047h
Esco  711£064b  750+036b  TA8£065b  774+065b  7634049b  §2+13b  §17£136b

Para o comprimento de raiz, as maiores médias foram obtidas nos tratamentos

com sombrite vermelho (figura 2). O melhor tratamento foi o0 de 70% de luz em malhas

vermelhas, seguido do tratamento de luz direta e 30% de luz no sombrite vermelho. Os

demais tratamentos ndo se diferenciaram estatisticamente entre si.
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Figura 2: Comprimento da raiz de plantas de Bowdichia virgilioides apds 50 dias de aclimatizagdo em diferentes

intensidades de luz utilizando sombrite preto e vermelho. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Snott-Knott

a 5% de significancia. SV: Sombrite Vermelho; SP: Sombrite Preto.
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Para a massa fresca da parte aérea (figura 3), o sombrite vermelho também
proporcionou melhores resultados quando comparado a malha preta em todas as
intensidades de luz.

Massa Fresca da Parte Aérea

0,35
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3 a
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Figura 3: Massa fresca da parte aérea de Bowdichia virgilioides apds 50 dias de aclimatizacdo em diferentes
intensidades de luz utilizando sombrite preto e vermelho. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Snott-
Knott a 5% de significancia. SV: Sombrite Vermelho; SP: Sombrite Preto.

Ao avaliar apenas as malhas pretas, os tratamentos de 70% e 50% de luz
obtiveram maiores médias. Para as malhas vermelhas, os tratamentos de 70% e 30% de
luz proporcionaram maiores médias de massa fresca. O tratamento de pleno sol foi
estatisticamente igual ao 70% e 30% de luz no sombrite vermelho, sendo esses maiores
que os demais. J& o tratamento com menor massa fresca da parte aérea foi o escuro.

A taxa de sobrevivéncia da Sucupira Preta na etapa de aclimatizacdo n&o
apresentou diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos como mostra a
figura 4.
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Taxa de Sobrevivéncia (%)
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Figura 4: Taxa de Sobrevivéncia de Bowdichia virgilioides durante a aclimatizacdo em diferentes intensidades de luz
utilizando sombrite preto e vermelho. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Snott-Knott a 5% de
significancia. SV: Sombrite Vermelho; SP: Sombrite Preto

Discussao

A espécie Bowdichia virgilioides Kunth apresentou maiores teores de pigmentos
cloroplastidicos (clorofila a, clorofila b e carotendides) em plantas cultivadas em luz
direta, ou seja, maiores intensidades luminosas influenciaram positivamente o teor de
pigmentos. Em estudos realizados por Albuquerque et al., (2015) mostraram que para
mudas de castanheira do Brasil, os maiores teores de pigmentos fotossintéticos foram
alcancados em plantas cultivadas em pleno sol e em 75% de sombra. J& para mudas de
amoreira (Maclura tinctoria), jatoba (Hymenaea courbaril) e fedegoso (Senna
macranthera), o ambiente 50% sombreado proporcionou valores mais elevado de
clorofila em relacdo & luz direta (ALMEIDA, et al., 2005). Taiz e Zeiger (2010),
afirmam que a maior concentracdo de pigmentos cloroplastidicos é uma estratégia
adaptativa para proporcionar maior ganho de carbono através da maior eficiéncia
fotossintética.

Porém, ao comparar as malhas, as vermelhas proporcionaram teores de
pigmentos cloroplastidicos mais elevados que as malhas pretas. Pode-se dizer que essa
coloracdo da malha permitiu melhor desenvolvimento do aparato fotossintético e,
portanto obteve maiores teores de pigmentos cloroplastidicos. Segundo Dale (1998), o

fitocromo, pigmento que absorve maior quantidade de luz na regido do vermelho, pode
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estar envolvido no controle de genes associado a fotossintese, codificando entdo a
sintese de clorofila a e b, como também outros aparatos de tal processo.

Para nimero de foliolos, as condi¢gdes de sombreamento no sombrite vermelho
proporcionaram maiores médias, sendo que os melhores resultados foram obtidos em
70% e 50% de luz, respectivamente. Silva (1986) relata que o Dendrobium prefere
ambientes com 60% de luminosidade ou sol fraco. O pardmetro nimero de folhas é de
grande importancia, pois plantas com maior quantidade de folhas tendem a possuir
maior area foliar, acarretando em maior taxa fotossintética e conseqiientemente melhor
desenvolvimento (DUTRA et al., 2012).

O maior nimero de foliolos em condicGes de certo sombreamento ocorre devido
a um ajuste morfoldgico da planta na tentativa de aumentar a area de captacao dos raios
solares sob condicGes de baixa luminosidade (Lacerda et al., 2010). Logo, a Sucupira-
Preta pode ter adotado essa estratégia aumentando o numero de foliolos para
consequentemente aumentar a &rea foliar. A malha vermelha juntamente com o
ambiente em 70% e 50% de luz permitiu melhor preparo do aparato fotossintético da
espécie, estimulando, portanto, a maior producdo de foliolos. Ao decorrer das semanas,
o tratamento de 70% de luz no sombrite vermelho proporcionou maior incremento de
foliolos por planta e, o tratamento em que as plantas permaneceram no escuro teve um
decréscimo do numero de foliolos ao decorrer dos dias, prejudicando o crescimento
nessa etapa.

A intensidade de 70% de luz juntamente com o sombrite vermelho acarretou em
maiores comprimentos de raiz e da parte aérea. Essa mesma coloracdo de malha
proporcionou maiores teores de pigmentos cloroplastidicos e numeros de foliolos,
evidenciando, portanto, que houve uma maior producdo de acUcares para serem
investidos tanto no sistema radicular quanto na parte aérea. Isso ocorre, pois a luz
vermelha age no desenvolvimento da estrutura fotossintética da planta, aumentando o
acumulo de amido e assim potencializando o alongamento da parte aérea e a rizogénese
(SOUZA et al., 2011). Além disso, Marks & Soimpson (1999) afirmam a luz vermelha
influencia o alongamento da parte aérea e a dominancia apical devido ao controle de
enzimas mediado pelo fitocromo, sendo que, pode ocorrer a conservacdo da auxina em
plantas cultivadas com luz vermelha e degradacdo da mesma em iluminacgéo azul.

O parametro de avaliacdo massa fresca da parte aérea apresentou maiores massas
no tratamento de pleno sol e 70% e 30% de luz no sombrite vermelho. Esse resultado
pode ser justificado pelo fato de a espécie ser nativa do Cerrado, ambiente caracteristico
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de grande quantidade de luz, fazendo com que, em tais condi¢cdes, 0s ramos maduros
promovem 0 suprimento de agua e aglcares aos ramos jovens a partir do floema. O
tratamento de 70% de luz no sombrite vermelho também influenciou positivamente o
comprimento do caule, ou seja, houve maior crescimento da parte aérea, o que justifica
a maior massa fresca nessas condigbes. Para Pitaya, o sombreamento de 50%
proporcionou maiores massas fresca e seca da parte aérea, quando comparada com a luz
total (CAVALCANTE et al., 2011).

A taxa de sobrevivéncia da Sucupira Preta ndo foi influenciada pelos tratamentos
propostos, uma vez que nao apresentou diferencas significativas. Esse resultado
evidencia que a intensidade de luz ndo afetou a sobrevivéncia das plantulas de Sucupira
Preta durante a etapa de aclimatizagéo, fator importante para se considerar em tal etapa.

Concluséo

A aclimatizacdo da espécie Bowdichia virgilioides utilizando diferentes
intensidades e qualidades de luz por meio de sombrites pretos e vermelhos nao
influenciou na taxa de sobrevivéncia, porém mesmo assim pode-se dizer que as malhas
vermelhas principalmente em 50 e 70% de luz otimizou a aclimatizagdo, uma vez que
nesses ambientes a Sucupira-Preta apresentou maior nimero de foliolos, comprimento
da raiz e do caule, maior massa fresca da parte aérea, ou seja, melhor crescimento das

mudas nessa etapa critica do cultivo in vitro.
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4 CONSIDERACOES FINAIS:

Durante a etapa de aclimatizacdo em diferentes intensidades e
qualidades de luz, a bowdichia virgilioides apresentou maiores teores de
pigmentos cloroplastidicos (clorofia a, clorofila b e carotendides) quando
exposta a luz direta, ou seja, tais teores sao influenciados positivamente com o
aumento da intensidade de luz. Em contrapartida, os parametros: numeros de
foliolos, comprimento da raiz e, massa fresca e comprimento da parte aérea,
apresentaram melhores resultados na presenca de sombrite vermelho com
70% de luz.

A taxa de sobrevivéncia da Sucupira Preta ndo apresentou diferencas
significativas quando exposta aos tratamentos oferecidos e, portanto, a
intensidade e qualidade de luz ndo afetaram a sobrevivéncia das plantulas de

tal espécie.

As malhas vermelhas, com 50 e 70% de luz, mesmo néo influenciando
na taxa de sobrevivéncia, € capaz de otimizar o processo de aclimatizacdo uma
vez que proporcionou melhor crescimento das mudas nessa etapa critica do

cultivo in vitro.
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