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RESUMO

As espécies Hypericum cavernicola L. B. SM e Hypericum teretiusculum A.St.-Hil. estdo inseridas
na familia botanica Hypericaceae que possui distribuicdo cosmopolita, incluindo sete géneros e
aproximadamente 700 espécies. Essas espécies sdo valorizadas por apresentar uso popular medicinal.
A cultura de tecido que consiste no cultivo asséptico in vitro de células, tecidos, 6rgaos ou plantas
inteiras sob controle nutricional e condi¢cdes ambientais possibilita a multiplicacdo de genoétipos
superiores em larga escala, 0 melhoramento geneético e a conservacdo do germoplasma em meio a
outras aplicabilidades. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito das diferentes concentracdes dos
compostos minerais nitrato de amonio e nitrato de potassio na micropropagacao das duas especies de
Hypericum L., visando a redugéo de custos do meio de cultura MS. O experimento consistiu em
diferentes concentracgdes e fontes de nitratos na composi¢do do meio MS (MS com %2 NH4NOs, MS
com % KNOs, MS com % NHsNOs , MS com % KNO3 e MS completo) totalizando cinco
tratamentos, com quatro repeticbes composta por dois frascos contendo trés explantes cada. Apos 60
dias da inoculacdo avaliou peso médio de massa fresca e massa seca. N&o ocorreu diferenca
significativa entre as diferentes concentracdes e as fontes de nitrato na composicdo do meio de cultura
MS para as variaveis avaliadas na micropropagacéo das espécies em estudo. O meio de cultura MS
completo apresentou os maiores valores médios de peso de massa fresca e peso de massa seca. As
fontes de nitratos e as diferentes concentra¢6es nao contribuiram para uma possivel reducéo de custos
do meio de cultura MS.

Palavras-chave: cultura de tecido, plantas medicinais, meio de cultura.

ABSTRACT

The species Hypericum cavernicola L. B. SM and Hypericum teretiusculum A.St.-Hil. they are
inserted in the botanical family Hypericaceae, which has a cosmopolitan distribution, including seven
genera and approximately 700 species. They are valued for their popular medicinal use. Tissue culture
consisting of aseptic in vitro cultivation of cells, tissues, organs or whole plants under nutritional
control and environmental conditions allows for the multiplication of superior genotype on a large
scale, genetic improvement and conservation of germplasm amid other applications. The objective of
the work was to evaluate the effect of the different concentrations of the mineral compounds
ammonium nitrate and potassium nitrate on the micropropagation of Hypericum L. species, aiming
to reduce the costs of the MS culture medium. The experiment consists of different concentrations
and a source of nitrate in the composition of the MS medium (MS with %2 NH4sNOz, MS with %2
KNO3, MS with ¥2 NH4sNO3, MS with ¥4 KNOs and complete MS) totaling five treatments, with four
replicates consisting of two vials containing three explants each. After 60 days of inoculation, the
average weight of fresh and dry weight was evaluated. There was no significant difference between
the different concentrations and sources of nitrate in the composition of the MS culture medium for
the variables evaluated in the micropropagation of the species under study. The complete MS culture
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medium showed the highest mean values of fresh weight and dry weight. The sources of nitrates and
the different concentrations did not contribute to a possible cost reduction of the culture medium MS.

Keywords: tissue culture, medicinal plants, culture medium.

1 INTRODUCAO

A Hypericaceae no Brasil € composta por dois géneros: Hypericum L. e Vismia Vand com 56
espécies, sendo apenas 26 espécies pertencentes ao género Hypericum L. Dentre elas encontrasse
Hypericum cavernicola L. B. SM e Hypericum teretiusculum A.St.-Hil, ambas com distribuicao
geografica no Sul e dominios fitogeograficos na Mata Atlantica e Pampa (FLORA DO BRASIL,
2020),

O género Hypericum L. vem despertando grande interesse por conta do potencial fitoterapico
por apresentarem propriedades antiviral (TAKAHASHI et al., 1989), antifingica (FENNER et al.,
2005) e anticancerigena ( SCHEMPP et al., 2002) e/ou antibacteriana (FRANCA et al., 2009) e sem
atividade mutagénica (ESPOSITO et al., 2005).

As espécies Hypericum cavernicola L. B. SM e Hypericum teretiusculum A.St.-Hil s&o
igualmente empregadas popularmente por comunidades nativas para fins medicinais como,
cicatrizante, antiviral e anti-inflamatorio, muito embora o conhecimento sobre as propriedades
medicinais destas ainda nao tenham comprovacao cientifica (FRANCA et al., 2009).

A cultura de tecidos dispde de alternativas para uma maior producdo de biomassa e para
garantir a perpetuacdo de espécies de interesse econdémico, apesar das informacdes cientificas sobre
plantas medicinais crescerem num ritmo pouco intenso no que se refere aos métodos de propagacao,
de manipulacdo in vitro e de producdo de metabolitos de interesse (MORAIS, 2012; SOUZA, 2018).

Os meios de cultura usados para o cultivo vegetal sdo compostos de substancias organicas e
inorganicas que possuem carboidratos, vitaminas, macro e micronutrientes. A importancia que o0s
nutrientes minerais exercem, em sua grande maioria esta relacionada ao nitrogénio, visto que é o
constituinte de diversos componentes celulares (aminoacidos, acidos nucleicos e proteinas) e sao
limitantes no crescimento dos vegetais, sendo o nitrato (NOz - ) e 0 amdnio (NHs + ) as principais
formas nitrogenadas absorvidas pelas plantas (TAIZ ZEIGER, 2013). No cultivo in vitro o meio de
cultura comumente utilizado é 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

2 OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito das diferentes concentracdes dos compostos
minerais NH4sNOsz e KNOsz na micropropagagdo de Hypericum carvenicola e Hypericum

teretiusculum A.St.-Hil, visando a redugéo de custos do meio de cultura MS.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia Vegetal
da Embrapa Amazonia Oriental situada no municipio de Belém-PA. Testaram-se diferentes
concentragdes dos compostos minerais nitrato de amonio e nitrato de potéssio do meio MS s6lido,
com as seguintes variagdes: meio MS completo, MS com %2 KNO3s, MS com ¥ KNOs, MS com %2
NH4sNOs e MS com ¥ NHsNO3z, totalizando 5 tratamentos composto por 4 repeticdes com duas
réplicas cada, considerando cada repeticdo um frasco contendo 30 ml de meio nutritivo com 3
explantes. Apos inoculacdo em condicdes assépticas em camara de fluxo laminar o material foi
mantido em sala de crescimento com temperatura entre 25° a 30 °C e fotoperiodo de 16 h luz branca
fria. Utilizou-se como fonte de materiais vegetais plantulas provenientes do cultivo in vitro

A avaliacdo ocorreu 60 dias ap0s a inoculacdo dos explantes, e com o auxilio de balanca de
precisao registrou-se o peso médio de massa fresca (g) e ap6s 72 horas de secagem do material em
estufa por 36° C obteve-se 0 peso médio de massa seca (g). Para cada espécie em estudo aplicou-se
0 delineamento inteiramente casualisado, os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando o programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2011) e com o auxilio do software Excel foi realizada analise de regressao

linear dos tratamentos para as espécies.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme observado na Tabela 1, ndo ocorreu diferenca estatistica nas variaveis avaliadas
entre 0os meios de cultura para as espécies de Hypericum L. em estudo. No entanto, notasse que o
meio MS completo apresentou os maiores valores médio de 1,12 g para peso de massa fresca e 0,16
g para peso de massa seca para a espécie Hypericum teretiusculum A.St.-Hil., e 2,19 g para peso de
massa fresca e 0,24 g para peso de massa seca para a espécie Hypericum cavernicola L. B. SM. De
acordo com Silva et al. (2001) estudando fontes de nitrogénio em meio de cultura MS visando o
desenvolvimento in vitro do porta enxerto ‘Trifoliata’, concluiram que os resultados mais promissores
foram obtidos em composicéo dos sais da fonte KNO3z associada a altas concentragdes de NH4sNOs
no meio de cultura.

Os menores valores foram obtidos no meio de cultura MS + % KNO3 para ambas as espécies
(Tabela 1). Segundo Ribeiro & Teixeira (2008), 0 KNO3z é um importante componente do meio de
cultura por ter N e K e atua como regular osmético o que esta diretamente relacionado a valores finais
de biomassa. Santos (2011) ressalta a importancia do KNO3 associado a outras fontes de nitrogénio,
uma vez que obteve reducdo dos custos com 0 meio de cultura para o desenvolvimento de embrides

somaticos de pupunheira, através da adigdo de KNO3s em cultivos com NH4Cl o que contribuiu para
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que ndo houvesse deficiéncia de nitrogénio no decorrer dos cultivos tornando tais associagdo de

fontes de nitrogénio uma alternativa vantajosa.

Tabela 1. Valores médios entre pesos de massa fresca e massa seca das plantulas de Hypericum cavernicola L. B. SM e
Hypericum teretiusculum A.St.-Hil em meio MS com diferentes concentrages de NH4sNO3; e KNOs.
Hypericum teretiusculum A.St.-Hil Hypericum cavernicola L. B. SM

Meio de Cultura

Massa Fresca (g) Massa Seca (g) Massa Fresca (g) Massa Seca (g)

MS completo 112a 0.16 a 2.19a 0.24a
MS (*2 NHs NO3) 0.76 a 0.14a 140a 0.20a
MS (%2 KNOs3) 0.65a 0.13a 140a 0.18a
MS ( % NHsNO3) 0.72a 0.13a 0.93a 0.15a
MS (%2 KNOs3) 0.52a 0.12a 0.79a 0.15a

Médias seguidas com a mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Os graficos de regressdo linear mostram que para as espécies Hypericum teretiusculum A.St.-
Hil (Figuras la-b ) e Hypericum cavernicola L. B. SM (Figuras 1c- d), as variaveis analisadas
apresentaram uma diminuicdo no peso médio de massa fresca e seca a medida que se diminui as
concentracOes das fontes de nitrato, ou seja observando a linha de tendéncia notasse que as
concentragbes de NHsNOz e KNOs sdo diretamente proporcional a produgdo de biomassa na
micropropagacdo das espécies apresentando maiores pesos medios das variaveis no tratamento em
que a concentracdo de nitratos da composicdo do meio MS esta completa. Para Capaldi (2002), a
forma especifica e as concentragdes de nitrogénio presente no meio de cultura podem afetar o

desenvolvimento vegetal in vitro estimulando ou inibindo.
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Figura 1- Médias de massa fresca (a) e de massa seca (b) provenientes da micropropagacdo de Hypericum cavernicola
L. B. SM e de médias de massa fresca (c) e de massa seca (d) da micropropagacdo de Hypericum teretiusculum A.St.-Hil
em meio MS com diferentes concentracGes de NH4sNO3z; e KNO;z aos 60 dias de cultivo in vitro.
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5 CONCLUSAO

As diferentes concentracdes e fontes de nitratos ndo promoveram diferencas significativas

entre as variaveis avaliadas. Nesse sentido, possivelmente ndo contribuiram para a reducéo de custos
do meio de cultura MS.
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