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RESUMO

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz, popularmente conhecida como pau-ferro
ou juca, é uma espécie vegetal pertencente a familia Fabaceae-Caesalpinoidae que
apresenta grande valor medicinal devido ao potencial de seu principio ativo “Pau-ferrol
A”, que pode ser utilizado como importante ferramenta no tratamento da leucemia
HL60 humana. Entretanto esta espécie vem sofrendo um intenso processo de
extrativismo praticado de maneira indiscriminada em suas populacfes naturais, além
disso, causando a erosdo genética e destruicdo do seu habitat na Amazoénia, onde a
irregular produgéo de sementes aliada a elevada dorméncia tegumentar tem limitado
a producéo de mudas visando a recomposicdo das populacdes naturais e os plantios
ex situ. O estudo teve por objetivo avaliar as respostas fisiolégicas de plantulas de
pau-ferro, desenvolvidas in vitro, sob diferentes concentragcdes e combinacdes de
reguladores de crescimento e fontes luminosas na propagacéo in vitro de pau-ferro
por meio de uma alternativa eficiente para promover a reproducdo de genotipos
superiores através de condicdes in vitro desta espécie. O estudo foi conduzido no
Laboratério de Silvicultura e Tecnologias Digitais do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia (LASTED/INPA) Manaus, Amazonas, onde segmentos nodais, oriundos
do estabelecimento in vitro de sementes de L. ferrea seguindo a metodologia de Silva
et al., (2018), foram inoculados em meio de cultura MS (SIGMA, M5519-50L, USA)
acrescido de diferentes combinagfes de auxinas e citocininas nas concentracoes de
0,03 + 0,06 (mgL™?) e 0,05 + 0,1 (mgL™?), respectivamente. As auxinas utilizadas foram
0 acido naftalenoacético (ANA), acido indol-3-acético (AlA) e acido 3-indol-butirico
(IBA), e as citocininas foram a 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina (KIN) e tidiazurona
(TDZ). Os resultados obtidos sugerem que a interacéo de ANA e BAP (0,05 e 0,1 mg
L), estimulou a maior taxa de regeneragdo sob LED azul-vermelha, enquanto a
interacéo de AIA e BAP (0,05 e 0,1 mg L!) estimulou maior taxa de multiplicacdo sob
LED branca, nenhum dos tratamentos resultou no crescimento de raizes.

Palavras Chave: Citocininas, auxinas, segmentos nodais, fontes luminosas.
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1. INTRODUCAO

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz, popularmente conhecida como pau-ferro
ou juca, € uma espécie vegetal pertencente a familia Fabaceae-Caesalpinoidae, € de
facil reconhecimento por causa da presenca de manchas claras no tronco, foliolos

pequenos, flores amarelas, legumes lisos, duros e aromaticos (DROZINO et al., 2015).

E nativa da regido do cerrado brasileiro cuja madeira pode ser utilizada na
construcéo civil e na producdo de méveis de alta qualidade. Os exemplares adultos
apresentam uma vivida inflorescéncia, de coloragdo amarela, o que qualifica a espécie
para 0 uso no paisagismo de jardins e vias publicas. Também prescritos para a
recuperacdo de éareas degradadas devido a sua rapida taxa de crescimento
(CARVALHO et al., 2017).

L. ferrea € amplamente utilizada na medicina popular principalmente na regido
Norte e Nordeste do Brasil (OLIVEIRA et al., 2010) onde diversos estudos relatam as
suas propriedades terapéuticas com resultados promissores para diversas finalidades
como no tratamento de bronquite, diabetes e feridas (FERNANDES et al., 2016;
NAKAMURA et al., 2002; NAWWAR et al., 2015; PEREIRA et al., 2012).

Nas folhas, no tronco e na casca dos frutos de L. ferrea, se encontra o principio
ativo denominado de “Pau-ferrol A”, um trimero de chalcona, que atua contra a
topoiosomerase Il humana e inibe o crescimento das células por meio da inducdo de
apoptose e pode ser utilizado como importante ferramenta no tratamento da leucemia
HL60 humana (NOZAKI et al., 2007). Por esta razéo, foi inclusa na lista de 71 espécies
da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Salde
(RENISUS) (MEDEIROS et al., 2013; RIBEIRO et al., 2014).

Esta espécie vem sofrendo um intenso processo de extrativismo praticado de
maneira indiscriminada em suas populacfes naturais desta espécie, causando a
erosdo genética e destruicdo do seu habitat na Amazoénia (BENEDITO et al., 2012).
Estudos indicam que a propagacédo de L. ferrea € viavel por sementes (SCALON et
al., 2011), por microprogacao (SILVA, 2018) e por mudas de regeneracdo sob
diferentes regimes hidricos, sombreamentos e niveis de luminosidade em condicfes
ex vitro (LENHARD, et al., 2010; LIMA et al., 2008; SANTOS et al., 2013).
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A obtencdo de mudas de L. ferrea pode ser realizada através da via sexuada, com
a propagacao por sementes, e a assexuada por cultura in vitro. A técnica de
propagacéao sexuada possibilita a germinacdo de muitos individuos com menor custo,
entretanto essa técnica € limitada devido a formacdo de mudas pouco sadias e
desuniformes (COELHO et al., 2010), por outro lado, as técnicas de propagacao
assexuadas apresentem custo mais elevado comparado com as de cultivo de
sementes, vez que demandam de um ambiente controlado e mé&o de obra
especializada para o corte e inoculagdo do material vegetal em meio de cultura
(SILVA, 2018), entretanto estas possibilitam grande taxa de multiplicacdo do material
vegetal em curto tempo (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998) e a garantia da
uniformidade de plantulas. A baixa e irregular producédo de sementes aliada a elevada
dorméncia tegumentar de L. ferrea, tem limitado a producdo de mudas visando a
recomposicao das populacdes naturais e os plantios ex situ (COELHO et al., 2010).

Dentre as técnicas de propagacao assexuada a mais difundida € a propagacéo in
vitro, também denominada como micropropagacéo dado ao tamanho dos propagulos
utilizados, que consiste na cultura de um tecido vegetal, como os segmentos nodais,
em meio de cultura sob luz artificial. E a aplicacdo mais préatica da cultura de tecidos
pois possibilita uma propagacéo livre de pragas e que gera muitos individuos, o que
acelera a producdo e fornece aos produtores mudas de alta qualidade e padrao,
suprindo a demanda comercial durante todas as épocas do ano, além de contribuir
para a conservacdo de espécies cujo ambiente natural fora demasiadamente
degradado (SCHIAVINATO et al., 2008).

Diversos meios de cultura podem ser utilizados para a propagacéo in vitro, dos
guais o mais empregado em trabalhos de cultura de tecidos é o meio MS, cuja
composicdo é constituida de macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, Fe-EDTA,

sacarose e agar. (MIYATA e PASQUAL, 2014; MURASHIGE e SKOOG, 1962).

7z

Um dos fatores que podem auxiliar no cultivo in vitro de plantas € o uso de
reguladores de crescimento, horménios vegetais cuja funcdo é estimular o
desenvolvimento vegetal. Os reguladores de crescimento séo divididos em classes,
as seis principais sendo as auxinas, citocininas, giberelinas, etileno, acido abscisico e
brassinosteroides. As auxinas sdo hormoénios vegetais que estimulam a diviséo,

diferenciacdo e alongamento celular além de promover o crescimento da parte aérea
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da planta. Quando se encontram em baixas concentracdes, as auxinas promovem o
desenvolvimento normal de embrides e da raiz, a medida que em concentracdes
maiores, elas resultam na inibicdo do crescimento das raizes (figura 1) (GOELZER et
al., 2019). Alguns dos exemplos de auxinas mais empregadas na cultura in vitro de
tecidos vegetais sdo o acido naftalenoacético (ANA), o acido indol-3-acético (AlA), e
0 acido 3-indol-butirico (IBA) (SILVA, 2018).

As citocininas, empregadas para estimular o crescimento e desenvolvimento de
plantas, auxiliando na divisdo celular, alongamento do caule, dominancia apical e
regulacdo da sintese de proteinas, relacionadas diretamente com a formacéo das
fibras do fuso mitético bem como no crescimento e desenvolvimento de raizes (figura
1). Em contrapartida, as citocininas possuem efeito inibitério do crescimento da parte
aérea e do sistema radicular das plantas (GOELZER et al., 2019). As citocininas mais
empregadas na cultura in vitro de tecidos vegetais sao a 6-benzilaminopurina (BAP),

a cinetina (KIN), e a tidiazurona (TDZ).
Figura 1. Efeito das concentracdes de citocininas e auxinas na cultura in vitro de tecidos vegetais.

Raiz 4 Caule

% Estimulo

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

% Inibicdo

- 3 >
Concentracgio de Citocininas Concentragdo de Auxinas

Fonte. CID e TEIXEIRA, 2014.

A luz é fator fundamental para a producéo de mudas na cultura de tecidos, onde a
maioria dos laboratorios utilizam lampadas fluorescentes como fonte luminosa
artificial, cujo uso pode levar ao aumento em 67% na conta de luz, pois geram calor e
exigem sistemas de refrigeragdo mais potentes. Os diodos emissores de luz (LEDS)

se apresentam como uma alternativa para diminuir os gastos de energia, pois essas
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lampadas geram luz de forma eficiente por longos periodos e emanam menos calor,
tornando possivel o uso de sistemas de refrigeracdo mais econémicos (ROCHA et al.,
2017). As lampadas de LED podem ser dispostas em comprimentos de onda
especificos, possibilitando utilizar a fonte de luz com comprimento de onda
considerado 6timo para a realizacdo da fotossintese, onde a luz azul de 400- 450 nm
e a luz vermelha de 600-650 nm estimulam as clorofilas “A” e “B”, conforme a figura 2
(YEH e CHUNG, 2009).

Figura 2. Espectro de absorcéo para clorofila e b.

Clorofila b

Clorofila a

Absorbancia

550 550 600
Comprimento de onda em nanémetros (nm)

Arte: De Paula, 2019.

Frente a esta realidade, a cultura de células e tecidos, constitui-se numa alternativa
eficiente para promover a reproducao de genétipos superiores de L. ferrea através de
condi¢des in vitro. E uma das ferramentas biotecnol6gicas mais importantes que
podem ser usadas nos procedimentos da engenharia celular, engenharia genética e
gendmica funcional, bem para a conservacao de genotipos ao longo prazo (LOYOLA-
VARGAS e OCHOA-ALEJO, 2012; MIROSHNICHENKO et al. 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

. Avaliar as respostas fisioldgicas de plantulas de pau-ferro, desenvolvidas in
vitro, sob diferentes concentracées e combinacfes de reguladores de crescimento e

fontes luminosas.

2.2. Objetivos Especificos:

. Determinar a melhor concentracdo e combinacdo de reguladores de
crescimento para a regeneragao in vitro de pau-ferro.

. Determinar a melhor fonte luminosa para a regeneracao in vitro de pau-ferro.

. Avaliar o efeito da luz e dos reguladores de crescimento no desenvolvimento

das plantulas de pau-ferro no meio in vitro.

3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Silvicultura e Tecnologias Digitais do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (LASTED/INPA), Manaus, Amazonas.

3.1. Assepsia e germinacéo de sementes de Libidibia ferrea

Foram utilizadas sementes de pau-ferro (Libidibia ferrea), fornecidas pelo Banco de
Sementes do Laboratério de Microbiologia e Fertilidade do Solo do INPA, coletadas
de arvores nativas do Campus do V-8, INPA, Manaus, Brasil.

As sementes de L. ferrea foram submetidas aos métodos de escarificacao
mecanica, com auxilio de pedra de esmeril, e em seguida foi realizada a desinfestacao
e 0 estabelecimento in vitro das mesmas seguindo a metodologia desenvolvida por
Silva et al. (2018) onde as sementes sdo submetidas a uma escarificagdo mecanica
com pedra de esmeril, desinfestadas com detergente neutro e enxaguadas em agua
corrente por um minuto, imersas em solucdo de Carbendazim® 2,0% (v/v)
(antifngico) por uma hora, seguida de um banho em solucao de alcool 70% por um
minuto, seguida por uma imersao em hipoclorito de sédio de 0,25% (v/v) por 30
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minutos em agitador magnético. Por fim, as sementes séo lavadas quatro vezes com

agua destilada estéril no interior de uma camara de fluxo laminar.

3.2. Secgao das plantulas em segmentos nodais.

Apés trinta dias de crescimento, as plantulas de juca atingiram o tamanho de
aproximadamente 10 cm de comprimento e foram seccionadas em segmentos nodais
com aproximadamente 1 cm de comprimento, contendo a gema apical ou gemas
axilares. Os segmentos foram inoculados em frascos de vidro de 500ml, cinco por
frasco, contendo aproximadamente 50ml de meio de cultura MS (SIGMA, M5519-50L,
USA), e em seguida, submetidos a experimento com reguladores de crescimento sob

diferentes fontes de luz.

3.3. Concentracao e combinacéo de reguladores de crescimento sob diferentes fontes

de luz

O experimento com reguladores de crescimento foi composto por dezenove
tratamentos com diferentes concentracdes e combinagdes hormonais, uma repeticao
sob luz LED azul-vermelha, e outra repeticdo sob luz LED branca.

Os reguladores de crescimento utilizados foram citocininas e auxinas, trés tipos de
cada, combinados dois a dois em duas diferentes concentracdes.

As auxinas utilizadas foram o acido naftalenoacético (ANA), o acido indol-3-acético
(AlA), e o acido 3-indol-butirico (IBA), enquanto as citocininas utilizadas foram 6-
benzilaminopurina (BAP), cinetina (KIN), e tidiazurona (TDZ). Foram feitas nove
combinagbes dos regulares de crescimento em duas concentracdes diferentes,
conforme a tabela 1.

Os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16
horas, temperatura de 25+2 °C e intensidade luminosa fornecida por diferentes fontes
de luz (LED azul, 450 nm, e vermelho, 650 nm, Tecnal® TEC-LAMP-060 e Tachiba®
LED branca T8-TUBE LAMP, 400-750 nm), durante um periodo de 30 dias. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 19 tratamentos e cinco
repeticbes cada, com uma repeticao exposta as luzes de LED azul-vermelha e outra

exposta as luzes de LED branca (figura 3).
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Apos 30 dias, os segmentos foram avaliados quanto o nimero de brotagfes, raizes
e gemas formadas por explante, comprimento médio da brotacdo, taxa de
multiplicacdo (N° de brotos vezes o N° de gemas), regeneracao e oxidacédo. A andlise
de variancia e as médias dos tratamentos obtidas foram analisadas e comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa MINITAB®

versao 18.

Tabela 1. Concentra¢des e combinagfes de reguladores de crescimentos testados no meio MS para

regeneracao de segmentos nodais de L. ferrea.

Combinagdes Concentragdes

Tratamentos hormonais (mg L)

T1 Controle 0

T2 ANA + TDZ 0,03 + 0,06
T3 ANA + TDZ 0,05+0,1
T4 IBA + TDZ 0,03 + 0,06
T5 IBA + TDZ 0,05+ 0,1
T6 AIA + TDZ 0,03 + 0,06
T7 AIA + TDZ 0,05+ 0,1
T8 ANA + BAP 0,03 + 0,06
T9 ANA + BAP 0,05+0,1
T10 IBA + BAP 0,03 + 0,06
T11 IBA + BAP 0,05+ 0,1
T12 AlA + BAP 0,03 + 0,06
T13 AlIA + BAP 0,05+ 0,1
T14 ANA + KIN 0,03 + 0,06
T15 ANA + KIN 0,05+ 0,1
T16 IBA + KIN 0,03 + 0,06
T17 IBA + KIN 0,05+ 0,1
T18 AlA + KIN 0,03 + 0,06
T19 AlA + KIN 0,05+0,1

Figura 3. A) Repeticdo dos tratamentos expostos a luz de LED azul-vermelho. B) Repeticdo dos

tratamentos expostos a luz de LED branca.

Fonte. DE PAULA, 2018
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da analise de variancia demonstrou diferenca significativa (p <0,05) em
todas as variaveis analisadas. A interacdo de ANA+BAP (0,05 e 0,1 mg L), estimulou
a maior taxa de regeneracdo, comprimento e nimero de brotos cultivados sob LED
azul-vermelha (tabela 2). Foi possivel observar que as combinacdes de IBA+TDZ,
AIA+TDZ (0,05+0,1 mgL™, respectivamente) ndo apresentam regeneracéo de brotos.
Esse resultado também foi observado nas interacfes IBA+BAP e IBA+KIN em
diferentes concentragdes utilizadas. Nenhum dos tratamentos induziram a formacao

de raizes.

Tabela 2. Efeito de diferentes concentragbes e combinacdes de reguladores de crescimento no
desenvolvimento in vitro de segmentos nodais de L. ferrea sob a luz LED azul-vermelha. As médias
seguidas pela mesma letra na mesma coluna nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05).

Reguladores de Nede Comprimento dos MN°de MO de Regeneracido  Taxade Oxidagio (%)
crescimento (mgl-1) brotos brotos (cm) gemas  raizes de brotos (%) multiplicacio ¢

Controle 12¢c 1,30 ab 1,8 bc 00a 60,00 b 22d 40,00 b

ANA + TDZ

0,03 +0,06 48 ab 1,20 ab 22ab 0,0a 60,00 b 10,6 be 4000 b
0.05+01 20¢c 030c 1.0cd 00a 40,00 be 20d 60,00 b
IBA + TDZ

0,03 +0,06 1.0 cd 024c 0.4 de 00a 2000 c 04de 80,00 ab
0,05+01 0.0d 0,00 c 00e 00a 0.00d 0de 100,00 a

Als + TDZ

0,03+0,06 168¢c 1,40 ah 3.0ab 0,0a 60,00 b S54cd 40,00 b
005+01 0.0d 0,00 c 0,0e 0,0a 000d Doe 100,00 a

AMA + BAP

0,03 +0,06 3.2 bc 1,28 ab 28ab 00a 40,00 be 9.0 bc 60,00 b
0,05 +01 8.2a 162 a 38ab 00a 100,00 a N2a 00,00 ¢
IBA + BAP

0,03+0,06 0.0d 0,00 c 0.0e 0,0a o.00d D0e 100,00 a
005+01 0.0d 0,00 c 0,06 0,0a 0.00d Doe 100,00 a

AlA + BAP

0,03 +0,06 12¢c 1,16 ab 22ab 00a 2000c 26d &0,00 ab
0.05+01 7.4 ab 254a 4437 00a 60,00 b 326a 40,00 b

ANA + KIN

0,03+0,06 1.0 cd 020c 02e 00a 2000c 03e 80,00 ab
005+01 22hbc 1.12b 2.4 ab 0.0a 60,00 b 53cd 4000 b
IBA + KIN

0,03 +0,06 0.0d 0.00c 00e 00a 0.00d 0be 100,00 a
0.05+01 0.0d 0.00c 00e 00a 0.00d 00e 100,00 a
AlA + KIN

0,03+0,08 8.0ab 218 ab 22ab 0,0a 60,00 b 176a 40,00 b

005+01 058¢cd 0,06c 0,4 de 00a 20,00 c 0,0e 20,00 ab
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Silva et al. (2018) ao desenvolver o protocolo de micropropagagao, observaram
altas taxas de brotac6es quando o meio MS foi suplementado com a citocinina BAP,
e enraizamento quando suplementado com a auxina IBA sob a luz florescente.
Entretanto, com base nos resultados do experimento, a combinagdo desses dois
reguladores de crescimento, juntos, em meios MS mostrou ndo ser a melhor
combinacdo hormonal e sim ANA+BAP sob a luz de LED azul-vermelha, o que de
acordo com Cid e Teixeira (2014) pode ser resultado dos efeitos das interacdes entre
os diferentes tipos de reguladores de crescimento com os comprimentos de onda
especificos da lampada de LED azul-vermelha que estimulam a realizacdo da
fotossintese, resultando em um crescimento apical maior que o observado nos
tratamentos com luz de LED branca (tabela 4).

De acordo com Cid e Teixeira (2014) concentracdes inferiores de citocininas em
relacdo as auxinas resultam em mais altas taxas de emissdo de raizes. Os dados
obtidos também comprovam que, para certos tipos de combinacdes hormonais, as
concentragdes iguais ou inferiores a 0,1 mg L, em meio MS, estimulam o aumento
da taxa de brotamento e regeneracéo, e menor efeito na taxa de enraizamento que as
concentragodes utilizadas nos estudos realizados por Silva et al. (2018).

Ao avaliar a luz de LED branca em combinacdes de ANA+TDZ, ANA+BAP e
AIA+BAP (0,05 e 0,1 mg L) apresentaram a maior taxa de regeneracéo de brotos
(80%). No entanto, a interacdo de AIA+BAP (0,05 e 0,1 mg L) estimulou o maior
namero de brotos, de gemas e taxa de multiplicacdo quando comparado com o0s
demais tratamentos. Por outro lado, a combinacdo de BAP+TDZ, bem como a de
AlA+IBA, nas concentracdes de 0,03 e 0,06 mg L%, respectivamente, ndo promoveram
a regeneracdo de brotos. Esses resultados foram similares aos observados na

interacdo de KIN com IBA e AIA nas duas concentracdes testadas (tabela 3).
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Tabela 3. Efeito de diferentes concentracbes e combinacdes de reguladores de crescimento no
desenvolvimento in vitro de segmentos nodais de L. ferrea sob a luz LED branca. As médias seguidas

pela mesma letra na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Reguladores de M*de Comprimento dos MN°de M°ede  Regeneracio  Taxa de Oxidacio (%)
crescimento (mal-") brotos brotos (cm) gemas  raizes de brotos (%)  multiplicacio

Controle 6.2b 1,12 ab 28c 00a 60,00 ab 292 bc 40,00 bc

ANA + TDZ

0.03 + 0,06 08c 0,40d 08c 0.0a 2000 c 32c 80,00 ab
0.05+0.1 68b 1,00 ab 24c 00a 80,00 a 202 bc 20,00 c
IBA + TDZ

0,03+0,06 0,0d 0,00d 00d 00a 0,00d 00d 100,00 a
0.05+01 04c 0,20d 04c 00a 20,00 c 0.8cd 80,00 ab
AlA+TDZ

0,03+0,06 0,0d 0,00d 00d 00a 0,00d 00d 100,00 a
0,05+01 22¢c 0,48d 06c 0.0a 20,00 c 66¢c 80,00 ab

AMNA + BAP

0,03 +0,06 18¢c 0,74 bc 16¢c 0.0a 60,00 ab 46¢c 40,00 bc
0,05 +0,1 88b 1,54 ab 6,0 bc 0,0a 80,00 a 844 bc 20,00 ¢
IBA + BAP

0,03+0,06 o0d 0,00d 0.0d 00a 0.00d 0,0d 100,00 a
0,05+01 12c 0,50 cd 06c 0.0a 20,00 c Jb6c 80,00 ab
AlA + BAP

0,03 +0,06 0.0d 0.00d 00d 00a 0.00d 00d 100,00 a
0,05+01 154 a 1,96 a 94a 0,0a 80,00 a 2260 a 20,00 c

ANA + KIN

0,03 +0,06 16¢c 0,70 bc 10c 0,0a 40,00 be 52¢ 60,00 b
0,05+0,1 16¢c 0,50 cd 0&c 0.0a 20,00 c 6.4c 80,00 ab
IBA + KIN

0.03 +0.06 16¢ 0,50 cd 08c 0.0a 20,00 c 64c 80,00 ab
0,05+ 0,1 0,0d 0,00d 00d 00a 0.00d 00d 100,00 a
AlA + KIN

0,03+0,06 0,0d 0,00d 00d 00a 0,00d 00d 100,00 a
005+01 00d 0,00d 00d 00a 0.00d 00d 100,00 a

Os resultados diferem dos obtidos por Silva et al. (2018), em que os reguladores
de crescimento foram trabalhados individualmente, sob luz fluorescente, e ndo em
combinagdes no meio MS, onde os reguladores IBA e BAP resultaram em melhores
respostas tanto na regeneracao quanto na formacgéao de raizes. Ja quando trabalhados
em conjunto no mesmo meio de cultura e sob luz de LED branca, tais reguladores nao
resultaram no mesmo efeito, 0 que sugere que L. ferrea responde de forma diferente
a combinacgdes de reguladores, e fonte luminosa.

De acordo com Rocha et al. (2017), o uso de LEDs brancas podem exercer um
efeito positivo na multiplicacdo, ou seja, aumento no numero de brotacdes por
explante, entretanto, tal aumento pode variar ndo s6 de acordo com a espécie
estudada, mas também com as caracteristicas genéticas que variam entre as
cultivares de uma mesma espécie. Como a luz de LED branca possui todas as faixas

do espectro de cor visivel, ela estimula diferentes carotenoides foliares, ndo s6 as
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clorofilas como no caso da LED azul-vermelha, o que altera a forma como a planta
reage as diferentes combinacdes de reguladores de crescimento.

De modo geral, a utilizacdo dos reguladores de crescimento na cultura de células
e tecidos vegetais desencadeiam uma série de reacdes diversas, tais como: divisdo
celular, diferenciacdes dos tecidos, inducdo de gemas adventicias. Entretanto quando
utilizados sob diferentes concentracfes e combina¢cdes no mesmo meio de cultura, e
sob diferentes fontes luminosas, tais reguladores desencadeiam efeitos nas plantas
gque diferem dos observados quando utilizados separadamente. Em nenhuma das
combina¢des hormonais avaliadas, em ambos os tratamentos luminosos, foi possivel
visualizar a formacao de raizes o que vai de acordo com os resultados obtidos por
Silva et al (2018) para L. ferrea, e Lencina et al. (2018) para Apuleia leiocarpa, onde
0s pesquisadores observaram que espécies lenhosas da familia Fabaceae possuem
grande dificuldade em emitir raizes em ambiente in vitro, necessitando de
concentra¢cdes mais elevadas de reguladores de crescimento do que as utilizadas no

presente estudo.

Tabela 4. Médias gerais do N° de brotos, N° de gemas, comprimento dos brotos (Comp. Brot.), N° de
raizes, taxa de multiplicacdo (Tax. Mult.), regeneracéo e taxa de oxidagcdo (Tax. Oxi.) em plantulas de
Libidibia ferrea em funcdo dos reguladores de crescimento acrescidos ao meio de cultura e a exposi¢ao

a luz de LED branca ao final do periodo experimental (30 dias). Média + desvio padrdo (n=5).

Médias gerais (LED azul-vermelha) (LED branca)
N° de brotos 2,25+ 2,79 2,50 = 4,00
N°de gemas 1,41 +1,45 1,40+ 2,40
Comp. Brot. (cm) 0,77 £ 0,82 0,50 £ 0,60
N° raizes 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Tax. Mult. 6,28 + 10,16 12,70 + 34,04
Regeneracao (%) 37,70 £ 30,59 27,00 £ 30,00
Oxidagao (%) 62,11 + 33,26 73,00 £ 30,00

O estudo demonstrou ainda que as concentracbes dos reguladores de
crescimentos utilizados apresentam altas de oxidagao (tabela 4). Plantas injuriadas,
como os segmentos nodais seccionados com bisturi, tendem a secretar compostos

fendlicos como uma resposta a acdo que resultou na injuria, no intuito de se
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protegerem da entrada de patégenos em seus tecidos onde tais compostos tendem a
reagir com o0 meio de cultura, resultando em oxidacao ao entrar em contato com o Oz,
resultando na eventual morte do explante Cid e Teixeira (2014). Essa interacéo de
compostos fendlicos com oxidagcdo do meio de cultura pode explicar a alta taxa de
oxidac&o observada em ambos os tratamentos luminosos.

O uso do carvao ativo adicionado ao meio de cultura prolonga o periodo de cultivo
em espécies lenhosas cujo estabelecimento e crescimento in vitro sdo dificultados ou
limitados pelas substancias fendlicas e taninos eliminados pelo explante (LENCINA et
al., 2018), exatamente o0 mesmo que fora observado em L. ferrea sendo uma boa
alternativa para diminuir a taxa de oxidacdo nos segmentos nodais em experimentos

futuros.

5. CONCLUSAO

A interacdo dos hormdnios ANA e BAP nas concentracdes de 0,05 e 0,1 mg L,
respectivamente, foi a que estimulou a maior taxa de regeneragcdo nos segmentos
nodais cultivados de L. ferrea sob condi¢fes in vitro. Quanto as fontes luminosas, as
LEDs azul-vermelha proporcionaram um maior desenvolvimento longitudinal da parte
aérea das plantulas em comparacdo com as LEDs brancas que estimularam a
brotacdo. Nenhum dos diferentes tratamentos contendo combinac¢des de reguladores
de crescimento e fontes luminosas resultou na formacéo de raizes, dificultando a

realocacao das mudas do meio in vitro para o ex vitro.
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