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RESUMO

O Hypericum cavernicula e o Hypericum teretiusculum sdo exemplos de espécies da
familia Hipericaceae com aplicacdo na medicina popular difundida pelo uso como anti-
inflamatério, antiviral e potencial cicatrizante. Diante de tal cenario, o presente estudo
visa avaliar o comportamento das espécies com a influéncia de diferentes
concentracdes de meio de cultura Murashige & Skoog (MS) para analise do
estabelecimento e da conservacao in vitro, tendo em vista a necessidade de
manutenc¢do da pesquisa técnico cientifica sobre a temética, destacando a metodologia
de micropropagagdo e crescimento lento de espécies in vitro. Foram utilizadas
diferentes concentracdes de MS: MS completo, ¥2 de MS e ¥ de MS, os quais foram
suplementados com 30g/L de sacarose. A analise foi feita durante 150 dias, com
intervalos de 30 dias entre as avaliacdes, objetivando-se relatar a altura e a brotacéo
dos explantes presentes nos frascos. A exposicdo dos dados evidencia o meio de
cultura ¥4 de MS com maiores meédias para altura e brotagdo do H. cavernicola e os
meios de cultura MS completo e ¥ de MS para o H. teretiusculum, sendo interessante
para a multiplicacdo e regeneracdo, enquanto o tratamento com Y2 MS apresentou
menores médias, sugerindo a sua utilizagdo para a conservacgao e o crescimento lento
de ambas as espécies.

Palavras-chave: Crescimento lento; restricAo do meio de cultura; micropropagacao;
Hypericum cavernicola; Hypericum teretiusculum.

ABSTRACT

Hypericum cavernicola and Hypericum teretiusculum are examples of species from the
Hypericaceae family with applications in popular medicine widely spread by their use as
anti-inflammatory, antiviral, and potential healing agents. In this scenario, the present
study aims to evaluate the behavior of the species under the influence of different
concentrations of Murashige & Skoog (MS) culture medium for in vitro establishment and
conservation analysis, considering the need for technical-scientific research
maintenance on the subject, highlighting the methodology of micropropagation and slow
growth of in vitro species. Different concentrations of MS were used: full MS, %2 MS, and
Y4 MS, which were supplemented with 30g/L of sucrose. The analysis was carried out for
150 days, with intervals of 30 days between evaluations, aiming to report the height and
sprouting of explants present in the flasks. The data exposure shows that the ¥4 MS
culture medium had higher averages for height and sprouting of H. cavernicola, and the
full MS and ¥4 MS culture media for H. teretiusculum, being interesting for multiplication
and regeneration, while the treatment with ¥2 MS presented lower averages, suggesting
its use for conservation and slow growth of both species.

Keywords: Slow growth; culture medium restriction; micropropagation; Hypericum
cavernicola; Hypericum teretiusculum.

RESUMEN

Hypericum cavernicola y Hypericum teretiusculum son ejemplos de especies de la
familia Hypericaceae con aplicaciones en la medicina popular ampliamente difundidas
por su uso como agentes antiinflamatorios, antivirales y potencialmente cicatrizantes.
En este escenario, el presente estudio tiene como objetivo evaluar el comportamiento
de las especies bajo la influencia de diferentes concentraciones del medio de cultivo
Murashige & Skoog (MS) para el andlisis del establecimiento y la conservacion in vitro,
considerando la necesidad de mantenimiento de la investigacion técnico-cientifica sobre
el tema, destacando la metodologia de micropropagacion y el crecimiento lento de
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especies in vitro. Se utilizaron diferentes concentraciones de MS: MS completo, ¥2 MS
y ¥4 MS, que fueron suplementadas con 30 g/L de sacarosa. El andlisis se realiz
durante 150 dias, con intervalos de 30 dias entre las evaluaciones, con el objetivo de
informar sobre la altura y la brotacion de los explantes presentes en los frascos. La
exposicion de los datos muestra que el medio de cultivo ¥ de MS tuvo mayores
promedios para la altura y la brotacién de H. cavernicola, y los medios de cultivo MS
completo y ¥4 de MS para H. teretiusculum, siendo interesantes para la multiplicacion y
la regeneracion, mientras que el tratamiento con ¥2 MS present6 promedios mas bajos,
sugiriendo su uso para la conservacion y el crecimiento lento de ambas especies.

Palabras clave: Crecimiento lento; restriccion del medio de cultivo; micropropagacion;
Hypericum cavernicola; Hypericum teretiusculum.

1. Introducéo

A familia Hipericaceae é descrita na literatura com grande potencial para
uso na medicina popular, sendo usada em tratamentos alternativos e também na
fitoterapia, tendo em vista a presenca de compostos contribuintes para efeitos
farmacoldgicos, apesar de ainda ndo haver uma completa elucidacao acerca do
mecanismo de acéo [1]. De origem tropical, essa familia engloba espécies
caracterizadas pela producdo de compostos biologicamente ativos, como
flavonoides, derivados de floroglucinol e extratos de acetado de etila e acetado
de metanol [2]. Os flavondides sdo antioxidantes naturais presentes em diversas
plantas medicinais, 0s quais sao utilizados para desacelerar o envelhecimento
precoce e, até mesmo, na prevencdo de doencas cardiovasculares,
cancerigenas e imunolégicas [3]. Compostos derivados de fluoroglucinol sédo
responsaveis pela atividade antimicrobiana, sendo considerado de extrema
importancia para a industria farmacéutica no combate a atividade citotoxica e
antidepressiva [4].

O género Hypericum L. contém diversas espécies popularmente
conhecidas por expressar propriedades bioquimicas associadas ao combate a
organismos virulentos [5], fungicos [6] e bacterianos [4]. Além de serem utilizadas
para o tratamento de depressdo em casos leves a graves [7], disfuncdes
neurodegenerativas e psiquiatricas [8], ansiedade [9] e distarbios do sono [10].

Apesar da escassez na comprovacao do uso eficaz farmacoldgico, Francga et al.

[4] afirma que as espécies Hypericum cavernicola e Hypericum teretiusculum
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sdo popularmente empregadas em comunidades nativas pela atividade biologica
como anti-inflamatorio, antiviral e potencial cicatrizante.

A crescente demanda por plantas com caracteristicas medicinais pela
industria justifica-se ndo somente pela capacidade de sintese biologica de
metabdlitos secundarios, mas também pela alta qualidade fisiologica e sanitaria
obtidas através do melhoramento genético e da micropropagacdo em ambiente
controlado de laboratorio [11]. Entretanto, a procura indiscriminada por espécies
vegetais, associada a impactos ambientais causados por desastres naturais,
acOes humanas, fitopatologias e ataques a pragas, séo fatores que inviabilizam
a pesquisa acerca de plantas com risco de extincdo, diminuindo,
consequentemente, a producdo e elucidacdo sobre novas espécies com
potenciais farmacologicos, o que corrobora para o conceito de “erosdo genética”,
difundido por Lameira et al., e caracterizado como principal problematica para o
cultivo de espécies medicinais [12, 13].

A biotecnologia surge em tal cenario como técnica de viabilidade para
compensar as possiveis perdas de material vegetal, sendo crucial na
conservacgao, multiplicacdo e na regeneracgao de plantas in vitro, atuando como
fonte alternativa para a exploracédo de forma sustentavel das espécies vegetais,
com énfase para o0s ecossistemas ameacados pelas acdes dos impactos
ambientais [14,15].

Com o objetivo de manter a qualidade das culturas vegetais, 0
estabelecimento de protocolos de conservacao e multiplicacédo € de fundamental
importancia para o cultivo in vitro, os quais visam expandir o periodo de vida dos
explantes e garantir que a técnica seja vantajosa para o desenvolvimento das
espécies e para a sua aplicacdo farmacologica [16]. Apesar das despesas
relacionadas aos custos de infraestrutura e médo de obra especializada, o
sucesso da conservagao in vitro de recursos genéticos vegetais com a utilizacao
de técnicas biotecnoldgicas de micropropagacao é essencial para evitar a perda
de matéria prima vegetal [12].

Diante das perspectivas relacionadas ao desenvolvimento do cultivo in

vitro de espécies medicinais, pesquisadores adotaram a estratégia de reducao
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de concentracdo do meio de cultura para a micropropagacao, o qual é a principal
fonte de nutricdo para os explantes [17]. Neves et al. [18] utilizou a restricdo de
concentracdo dos meios de cultura MS e Knudson para avaliagdo do
desenvolvimento e brotacdo de Alcantarea imperialis. Ao passo que Ferreira et
al. [19] analisou o crescimento e o numero de brotos com tratamentos contendo
diferentes concentracdo de meio MS na conservacdo in vitro de Conobea
scoparioides.

Portanto, a presente pesquisa objetivou avaliar o processo de
regeneracao e desenvolvimento in vitro das espécies H. cavernicola (HC) e H.
teretiusculum (HT) sob diferentes concentraces do meio de cultura, visando
aumentar o intervalo entre os subcultivos da espécie, sem a perda de viabilidade,

mantendo-se o padréo de qualidade esperado para a micropropagacao.

2. Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e Recursos
Genéticos (LBRG), da Embrapa Amazonia Oriental, localizada em Belém, estado
do Para. Os explantes utilizados neste estudo foram obtidos de plantas
micropropagadas in vitro, pertencentes ao LBRG.

No experimento foram testadas as diferentes concentragées do meio de
cultura durante o periodo de tempo de desenvolvimento da planta. Os explantes
de HC e HT, medindo aproximadamente 1,5 cm, foram inoculados em frascos
de 250 mL, contendo 30 mL de meio Murashige & Skoog (MS) [20]. Os meios
foram suplementados com 30,0 g.L-1 sacarose e geleificados com 3,0 g.L-1 de
Phytagel, sendo o pH ajustado a 5,7 + 0,1, os quais foram autoclavados durante
15 minutos a temperatura de 120°C. Os frascos foram mantidos em uma sala
com temperatura de 18 + 1°C e luz LED branca (35 ymol.m2.s-1), durante um
fotoperiodo de 12 horas.

O experimento foi baseado nas 3 diferentes concentracdes de meio MS,
denominados tratamentos: meio de cultura completo (MS); metade do meio de

cultura (*2 MS) e um quarto do meio de cultura (%2 MS). A andlise ocorreu em

Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) da seguinte forma: 3x5 (3
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concentracbes de meio de cultura e 5 periodos de avaliagdo) totalizando 15
tratamentos para cada espécie, cada tratamento continha 3 repeticdes, sendo
gue cada repeticdo possuia 1 frasco com 3 explantes.

As avaliagdes foram realizadas mensalmente com 30, 60, 90, 120 e 150
dias de inoculagdo. Foram avaliados o numero de brota¢cles e a altura — em
centimetros, as médias foram comparadas estatisticamente pelo Teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software estatistico SISVAR [21].

3. Resultados

Com base nas informacdes obtidas através dos dados estatisticos, nao
houve interagdo entre os fatores tempo de cultivo e meio de cultura, sendo o
segundo fator o Unico que apresentou diferenca estatistica significativa para a
variavel brotacdo na avaliacdo do HC. As maiores médias para as variaveis
altura e brotacdo foram obtidas nos ultimos dias de avaliacéo, algo que ja é

previsto devido ao desenvolvimento natural de espécies vegetais.

3.1Hypericum cavernicola

Apesar de ndo haver diferenca estatistica significativa para o fator meio
de cultura entre os tratamentos, 0s maiores numeros relacionados a altura foram
observados no tratamento com ¥ de MS, com a média maxima de 6.0cm,
enguanto que os tratamentos com MS e ¥ de MS obtiveram médias maximas
entre 4.2 e 4.5cm, respectivamente (Tabelal).

Ainda de acordo com a Tabela 1, as andlises relacionadas a variavel
brotacdo apresentaram diferenca estatistica apenas no tratamento ¥ de MS,
com meédia maxima de 10.7 brotos. Concomitantemente, o tratamento MS
apresentou um comportamento estavel a partir de 120 dias de avaliagdo, com
meédia igual a 4.4 brotos, a qual se manteve até o fim do experimento. Para o
tratamento ¥2 de MS, a evolucéo dos valores das médias foi observada, apesar

de nao diferirem estatisticamente entre si, resultando na maior média igual a 6.2
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brotos.

Tabela 1. Média da altura (cm) e de brotacao observadas em Hypericum cavernicola nos dias
30, 60, 90, 120 e 150, sob os tratamentos MS, ¥2 MS e ¥ MS.

Altura Brotacédo
DIAS MS 15 MS Y4s MS MS 15 MS Ya MS
30 1.7a 1.2a 1.7a 2.1a 05a 0.7 a
60 2.3a 1l.4a 2.1a 35a 3.7a 4.7 ab
90 3.4a 2.9a 4.6a 3.8a 55a 7.2 ab
120 4.0a 3.4a 5.7a 4.4 a 59a 8. ab
150 4.2a 4.5a 6.0a 4.4 a 6.2 a 10.7 b

Médias seguidas com mesma letra mindscula na Vertical ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: autores (2023).

3.2 Hypericum teretiusculum

De acordo com os dados fornecidos na Tabela 2, levando em
consideracdo que os tratamentos nado diferiram estatisticamente entre si, €
possivel observar, ainda assim, uma variacdo no crescimento e no
desenvolvimento de brotos para a espécie. Para andlise da variavel altura,
percebe-se a maior média, ao final de 150 dias de avaliacédo, no tratamento de
Y4 MS, sendo igual a 5.8cm, enquanto a menor média obtida foi no tratamento
de Y2 MS, igual a 3.7cm. A discrepancia nos dados relacionados ao tratamento
com MS foi resultante da perda dos explantes por fatores bidticos durante o
periodo de avaliacdo, sendo ocasionado devido a contaminacao por fungos e
bactérias.

Para a andlise da variavel brotacdo, apesar dos resultados néo
apresentarem diferenca estatistica, € possivel observar que a maior taxa de
variagdo para a especie foi no tratamento ¥4 MS com a média de 7.2 a partir dos
90 dias de avaliacdo, a qual manteve-se inalterada até o final do experimento,

enquanto que a menor média do desenvolvimento de brotos foi obtida no

tratamento de Y2 MS, com o valor médio de 2.7 brotos, dados de acordo com a
Tabela 2.
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Tabela 2. Média da altura (cm) e de brotacdo observadas em Hypericum teretiusculum nos dias
30, 60, 90, 120 e 150, sob os tratamentos MS, Y2 MS e ¥4 MS.

Altura Brotacdo
DIAS MS 15 MS Y4 MS MS 5 MS Y4 MS
30 1.9a 1.6a 2.0a 4.2a 2.2a 4.4a
60 2.3a 1.6a 2.7a 5.0a 3.3a 7.1a
90 4.6a 2.3a 5.3a 5.2a 2.6a 7.2a
120 5.9a 3.1a 5.5a 6.4a 2.7a 7.2a
150 4.6a 3.7a 5.8a 5.0a 2.7a 7.2a

Médias seguidas com mesma letra mindscula na Vertical ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: autores (2023).

4. Discussao

Os meios de cultura nutritivos fornecem aos explantes substancias
essenciais para o crescimento dos tecidos vegetais, tendo participagdo no
controle do desenvolvimento in vitro [22]. As diferentes concentracdes de meio
nutritivo MS no cultivo de H. cavernicola e H. teretiusculum apresentaram maior
destaque no tratamento ¥ MS ao atingir as alturas médias de 6.0cm e 5.8cm,
respectivamente, com 150 dias de experimento. Ao passo que 0s tratamentos
MS e %2 MS obtiveram médias maximas de 4.2cm e 4.5cm, respectivamente,
para a espécie HC de acordo com a Tabela 1. O fato sugere uma convergéncia
com os dados fornecidos por Monfort et al. [23] ao demonstrar que o tratamento
Y, MS proporciona maior crescimento in vitro de plantas medicinais. Entretanto,
0 comportamento da espécie HT apresentou divergéncias, com médias de altura
iguais a 5.9cm e 5.8cm nos tratamentos MS e ¥4 MS, respectivamente (Tabela
2), considerando-se que houveram perdas de explantes por fatores bioticos
durante os dias de avaliacao para o tratamento MS, o que exp0e a possibilidade
de maior desenvolvimento da espécie nessas condi¢des, sendo necessaria uma
continuidade na pesquisa para devidas confirmacoes.

A disposicédo de sacarose esta diretamente relacionada a brotacdo dos
explantes, os dados fornecidos por Pinto et al. [24] aconselham a utilizacao entre
30g/L e 45g/L da fonte energética para a producdo de brotos com maiores

nameros médios. Portanto, apesar de ndo haver interacdo entre os fatores e

apenas o meio de cultura diferir estatisticamente para a variavel brota¢do do H.
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cavernicola, os tratamentos com micro e macronutrientes em diferentes
disponibilidades — concentragdes — no meio de cultura suplementados com 30g/L
de sacarose obtiveram resultados relevantes para a compreensédo de qual
metodologia pode ser aplicada na indugdo de brotacbes das espécies
analisadas. Tendo em vista que o tratamento com % de MS obteve as maiores
meédias chegando a 10.7 brotos para a espécie H. cavernicola e 7.2 brotos para
o H. teretiusculum, ao final de 150 dias de avaliacdo, como expfe as Tabelas 1
e 2.

Durante a determinagéo de concentracdes de sais minerais presentes no
meio de cultura para os experimentos com mudas de Marmeleiro CVS. MC e Adams
feito por Erig et al. [25], obteve-se a maior taxa de conservacdo com meio de
cultura a 25% de MS, metodologia a qual representa o tratamento de ¥4 MS no
presente trabalho, convergindo, também, para as maiores percentagens de
enraizamento e comprimento médio das raizes.

Para a micropropagacdo de porta-enxerto de videira Jales [26], a
utilizacdo do meio de cultura MS com reducao de macro e micronutrientes foi
fundamental para a obtencdo de maiores percentagens no numero de raizes
emitidas por explante, sendo o tratamento com %2 de meio MS o0 mais viavel para
o cultivo da espécie.

De acordo com Morais e colaboradores [27], a micropropagacdo esta
sendo empregada para o melhoramento de espécies vegetais como potencial
fonte de compostos biologicamente ativos. Dessa forma, compreender a
necessidade de inovacdo na metodologia é fundamental para a manutencéo e o
aprimoramento da exploracdo sustentavel de espécies medicinais, além do

estabelecimento de protocolos de micropropagacao in vitro.
5. Concluséao
Dentre as diferentes concentra¢cdes do meio de cultura MS, o tratamento

com % de MS apresentou maiores médias em relacdo a altura e a brotacdo para

o H. cavernicola, sendo viavel para a multiplicagdo e a regeneracdo da espécie

in vitro. Enquanto que os tratamentos de MS e Y2 MS apresentaram menores
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taxas de crescimento, bem como brotag&o.

Os tratamentos de MS e % MS para a espécie H. teretiusculum
apresentaram as maiores taxas de crescimento em altura e brotacéo, sendo um
destaque para a viabilidade da regeneracao e para a multiplicacdo. A utilizacao
da metade da concentracdo do meio de cultura, ¥2 MS, induziu menor
crescimento e brotacdo para a espécie medicinal, sendo viavel para a
conservacao.

Portanto, compreende-se que o tratamento ¥ MS acelera o processo de
crescimento das espécies, ao passo que os tratamentos MS, para H. cavernicola,
e 2 MS, para H. teretiusculum, tendem a conservacao e crescimento lento,

diminuindo a necessidade de frequentes subcultivos.
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