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Abstract

Himatanthus sucuuba is important in folk medicine and is widely used as an antitumor, antifungal, vermifuge and anti-anemic agent. In
this context, the objective of this study was to develop a protocol for in vitro germination and micropropagation of H. sucuuba. The seeds
were immersed in a 1.0% (v/v) Cabrio Top solution for one hour on a magnetic stirrer and then in a 0.1% (v/v) diluted NaOCI solution for
30 minutes under agitation, followed by immersion in 70% alcohol for T minute. Subsequently, the seeds were rinsed four times with sterile
distilled water and then inoculated in MS medium supplemented with the auxins AIA, ANA and AIB at concentrations of 0.0; 1.0; 3.0; 5.0
mg L. The experimental design was completely randomized, using 10 treatments with 3 replicates of 10 seeds (n = 30). It was observed
that the MS medium supplemented with IAA (5.0 mg L) resulted in 80% germination and seedlings with 5.97 cm in height and 4.2 nodal
segments. To stimulate rooting, the nodal segments were cut and inoculated in MS medium supplemented with BAP (0.1 mg L™) and in
interaction with the auxins 1AA, 2,4-D and ANA, at concentrations of 0.0; 3.0; 5.0 and 8.0 mg L™ and kept in a growth room at 25 + 2 °C,
with a photoperiod of 16 h. The combination BAP+IAA (0.1 + 8.0 mg L™) showed the best results with 100% sprouting, 40% callus formation
and 30% rooting. In conclusion, in vitro propagation is a promising technique to produce H. sucuuba seedlings, however, hormonal
adjustments are necessary.

Keywords: Tissue culture; growth regulators; in vitro rooting; medicinal species; sucuuba.

Resumo

Himatanthus sucuuba possui importancia na medicina popular e € amplamente utilizada como antitumoral, antifingica, vermifuga e anti-
anémica. Nesse contexto, objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolo de germinacdo e micropropagacdo in vitro de H. sucuuba. As
sementes foram imersas em solugdo de Cabrio Top 1,0% (v/v) por uma hora em agitador magnético e depois em solugdo de NaOCl|
diluida a 0,1% (v/v) durante 30 minutos sob agita¢édo, sequido de imersdo em &lcool 70% por T minuto, posteriormente as sementes foram
enxaguadas quatro vezes com &gua destilada estéril, depois foram inoculadas em meio MS suplementados com as auxinas AIA, ANA e
AIB, nas concentracdes de 0,0; 1,0; 3,0; 50 mg L™. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando 10 tratamentos
com 3 repetices de 10 sementes (n=30). Foi observado que o meio MS suplementado com AIA (5,0 mg L) resultou em 80% de
germinagdo e plantulas com 5,97 ¢cm de altura e 4,2 segmentos nodais. Para estimular o enraizamento, os segmentos nodais foram
cortados e inoculados em meio MS acrescido de BAP (0,1 mg L™) e em interacdo com as auxinas AlA, 2,4-D e ANA, nas concentracbes de
0,0; 3,0; 5,0 e 8,0 mg L™ e, mantidos em sala de crescimento a 25 + 2 °C, com fotoperfodo de 16 h. A combinagdo BAP+AIA (0,1 + 8,0 mg
L") apresentou os melhores resultados com 30% de enraizamento, 100% de brotacdes e 40% de formacdo de calos. Em conclusdo, a
propagacdo in vitro € uma técnica promissora para produgdo de mudas in vitro de H. succuba.
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1. Introdugdo

Himatanthus sucuuba (Spruce ex Mull. Arg.) Wood-
son é uma espécie de grande interesse devido ao
valor fitoterdpico atribuido ao latex que possui
metabdlitos  secundarios  principalmente  de
estrutura flavonoide que podem estar relacionados
a efeitos curativos no cancer de célon (Herrera-
Calderén et al., 2021). Os fitoquimicos também sdo
usados atualmente na medicina moderna como
moléculas principais para desenvolver novas classes
de medicamentos para o tratamento de doencas
humanas (Patel, 2022, 2023), o que torna uma es-
pécie com potencial para estudos de biopros-
peccdo (Magalhaes et al., 2019). No entanto, existe
uma caréncia de protocolos de micropropagagdo
de espécies medicinais (Oliveira et al., 2013). Alguns
aspectos do seu sistema de producdo in vitro ainda
ndo estdo bem definidos, dificultando o forneci-
mento de estoques de plantas de qualidade para
atender as necessidades farmacéuticas e de con-
servacdo (Nilanthi & Yang, 2014).

A propagacdo in vitro visa a producdo de mudas
com qualidade fitossanitaria em curto espaco de
tempo e cultivadas em area fisica reduzida, garan-
tindo um material vegetal de qualidade superior,
além da propagacao clonal, o qual a torna uma fer-
ramenta poderosa para os programas de melhora-
mento florestal Junghans & Souza, 2013). A cultura
de tecidos oferece uma grande vantagem onde di-
ferentes materiais sdo propagados e preservados.
Portanto, a propagacdo in vitro € um método vali-
0so porgue oferece um meio de resolver os pro-
blemas de geracdo de grande nimero de mudas
homogéneas, sendo necessério estudar diferentes
fatores que afetam a produgdo (Abd Elaziem et al.,
2022). Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um protocolo eficiente para a micro-
propagacao de H. sucuuba, a partir de segmentos
de brotos nodais obtidos de plantas germinadas (n
vitro. Os segmentos nodais foram enraizados e
aclimatados.

2. Metodologia
Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais da Escola Superior de
Tecnologia (EST) da Universidade do Estado do
Amazonas, Manaus. As sementes utilizadas nos
experimentos estavam armazenadas em sacos
plasticos em camara fria a 10 °C por 14 meses e
foram procedentes de arvores localizadas no Ramal
do Brasileirinho, Manaus, Amazonas (2°9599" S,
59086'20" W).
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Coleta do material

Para todos os tratamentos foi utilizado o meio de
cultura MS (Murashige & Skoog, 1962). O pH do meio
foi ajustado a 6,0 antes de ser levado para autoclave a
121°C por 20 min. As culturas foram mantidas em sala
de crescimento a 25 + 2 °C com 16 h de fotoperiodo
e intensidade luminosa de 2,0x10” uE cm™ s forneci-
das por duas ldmpadas fluorescentes brancas frias.

Concepgdo experimental

O primeiro experimento foi avaliar a germinacéo
das sementes usando diferentes concentragdes e ti-
pos de reguladores de crescimento. O delinea-
mento utilizado foi o inteiramente casualizado, com
trés repeticdes de 10 sementes cada uma com ar-
ranjo fatorial de 3A x 4B, sendo o fator A, os tipos
de auxinas, com trés niveis: 1) AlA, 2) ANA e 3) AlB,
e fator B, com quatro concentra¢ées: 0,0; 1,0; 3,0;
5,0 mg/L, conforme descrito na Tabela 1. Os fatores
e seus niveis foram analisadas com polinémios
ortogonais com a finalidade de observar o
enraizamento e as concentracées de auxinas.

Tabela 1
Tratamentos (T) com diferentes tipos de reguladores de
crescimento e concentracdes de AIA, ANA e AIB

Reguladores de Concentragdo
Tratamento ) p
crescimento (mg L™
T1 AlA 0,0
T2 AlA 10
T3 AlA 3,0
T4 AlA 50
T5 ANA 0,0
T6 ANA 10
T7 ANA 3,0
T8 ANA 50
T9 AlB 0,0
T10 AlB 10
™ AlB 3,0
T12 AlB 5.0

Apds cinco meses, as plantulas que se desenvolveram
foram utilizadas como fonte de explantes estéreis. O
meio de cultura utilizado foi MS (Murashige & Skoog),
suplementado com 0,1 mg/L BAP em combinacdo
com diferentes tipos de auxinas: 1) AIA, 2) 2,4-D e 3)
ANA, nas concentracdes de 3,0; 5,0 e 80 mg/L e uma
testemunha (Tabela 2). O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado com arranjo fatorial de 3A x
3B, sendo o fator A, os tipos de auxinas, com trés
niveis: 1) AIA, 2) 2,4-D e 3) ANA, nas concentragdes de
3,0; 50 e 80 mg/L com duas repeticBes de 10
segmentos nodais para cada tratamento.

O terceiro experimento consistiu em um compara-
tivo da capacidade de sobrevivéncia de plantulas
obtidas in vitro de H. sucuuba utilizando dois tipos
de substratos: 1) Terra vegetal e 2) Vermiculita,
avaliados aos 30, 60 e 90 dias; a comparagéo foi
efetuada através do teste t de Student (p < 0,05).
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Tabela 2

Tratamentos (T) em meio de cultivo MS suplementado com 0,1 mg
L' de BAP em interacdo com AIA, 2,4-D e ANA nas concentracdes
de 3,0; 50 e 8,0 mg/L

Trata- Reguladores de  Concentragdo (mg  Numero de
mento crescimento LY explantes
T Testemunha 0.0 20
T2 BAP+AIA 0,1 + 3,0) 20
T3 BAP+AIA 0,1 + 5,0) 20
T4 BAP+AIA 0,1+ 8,0) 20
T5 BAP+2,4-D 0,1+ 3,0 20
T6 BAP+2,4-D 0,1 + 5,0) 20
T7 BAP+2,4-D 0,1 + 8,0) 20
T8 BAP+ANA 0,1 + 3,0) 20
T9 BAP+ANA 0,1+ 5,0) 20
T10 BAP+ANA 01+ 80) 20

Instalaggo dos experimentos

Experimento 1: Germinagdo

As sementes foram lavadas com cinco gotas de de-
tergente ODD ® neutro, seguido de outros dois en-
xagues em agua corrente. Depois foram submeti-
das a desinfestacdo por imersdo em solugédo Cabrio
Top (Piraclostrobina) 1,0% (v/v) por uma hora em
agitador magnético. A seguir em camara de fluxo
laminar, as sementes foram submetidas a
desinfestacdo por imersdo em solucdo de NaOC|
diluida a 0,1% (v/v) durante 30 minutos sob
agitagdo, seguido de imersdo em é&lcool 70% por 1
minuto. Ao final do processo, as sementes foram
enxaguadas quatro vezes com agua destilada
autoclavada (Souza, 2017).

Apds a desinfestagdo das sementes, estas foram
colocadas para germinar em tubos de ensaio con-
tendo 15 mL de meio MS acrescidos de 30 g/L de
sacarose e 7 g/L de &gar-a4gar com pH ajustado
para 6,0 e suplementados com as auxinas AIA, ANA
e AIB.

Todos os tratamentos foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 h, intensidade
luminosa de 2,0¥107 uE cm™ s, provenientes de
ldmpadas fluorescentes brancas frias (GE.85W), a
25 £ 2 °C, com 60 + 5% de umidade relativa. Aos
60 dias foi avaliada a porcentagem de germinacéo.

Experimento 2: Enraizamento in vitro dos segmentos
nodais

Segmentos nodais obtidos de plantulas da germi-
nagdo in vitro (3 meses) foram cortados a 1,5 cm e
inoculados individualmente em tubos de ensaio
contendo 12 mL de meio de cultivo MS suplemen-
tado com concentracdes fixas de BAP a 0,1 mg/L,
conforme Souza (2017), em combinacdo com AlA,
2,4-D e ANA. Apds 90 dias foram avaliados porcen-
tagem de enraizamento, porcentagem de calo,
porcentagem de brota¢des e altura do broto (cm).

Saenz-Ramirez et al.

Experimento 3: Aclimataggo das plantulas originadas
do cultivo in vitro

Para a aclimatagdo foram utilizadas 40 plantulas
transplantadas em dois tipos de substratos: T1 -
terra vegetal (terrico + terra compostada + palha
de arroz) e T2 - vermiculita, sendo cada tratamento
composto por duas repetices de dez plantulas. Os
substratos foram autoclavados por 20 minutos a
120 °C. As plantulas com raizes obtidas da propa-
gacdo in vitro, foram lavadas duas vezes com &gua
destilada até se retirar totalmente os residuos de
meio de cultura, depois foram transplantadas nos
substratos em bandejas de polietileno com células
individuais de 34 x 21x 6 cm (comprimento, largura
e altura).

ApOs o transplante para as bandejas, as plantulas
foram individualmente cobertas com frascos de vi-
dro transparente por 15 dias e permaneceram no
viveiro com tela de sombreamento 70% por 30
dias. Posteriormente, por mais 60 dias consecutivos
foram aclimatados com tela de sombreamento
50%. Na Figura 1 observa-se todo o processo de
germinacdo até a obtencdo de plantulas aclimata-
das. As plantas foram molhadas diariamente por
sistema de aspersdo. Ao final do experimento fo-
ram avaliadas a taxa de sobrevivéncia, altura (cm),
didmetro do caule (mm) e o desenvolvimento das
raizes.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de normali-
dade com o teste de Shapiro-Wilk e homocedasti-
cidade de Levene. Os resultados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA), as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabi-
lidade; assim as concentracées de cada fator foram
analisadas com polinémios ortogonais. Quando os
dados ndo atendiam aos pressupostos de normali-
dade, foram analisados com o teste de Kruskal-
Wallis e as médias comparadas com o teste de
Rank. As anélises estatisticas foram realizadas
através do programa SISVAR.

3. Resultados e discussdo

Experimento 1: Germinagéo

Foram analisadas diferentes concentracdes de re-
guladores de crescimento na germinagdo in vitro
de H. sucuuba, sendo que pela ANOVA, diferenca
altamente significativa é observada entre os trata-
mentos (p < 0,0007). Os tratamentos de ANA e AIB
apresentaram baixa germinacdo, tardia e ndo uni-
forme a partir de 30 dias com 10,5% e 13,0% res-
pectivamente, em comparacdo com o AlA que
iniciou aos 16 dias, promovendo a melhor taxa de
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germinagéo com 80,2%. A nivel das concentra¢ées
de: 1,0; 3,0 e 50 mg LT, em ambos tipos de
hormonios, foram detectadas diferencas significa-
tivas (p = 0,05). Sendo que o melhor resultado foi
obtido no tratamento T2: AIA 1,0 mg L' com 80,2%
de germinacdo, seguido de T4: AIA 5,0 mg/L e de
T3: AIA 3,0 mg/L, com 77,7% e 67,1%, respectiva-
mente (p < 0,05) (Tabela 3).

As técnicas de germinacao in vitro séo ferramentas
valiosas, pois permitem gerar explantes assépticos
com a vantagem de oferecer mudas confiaveis,
principalmente para espécies com alta incidéncia
de patdgenos (Merkle et al., 2023). Além disso, a
escolha do meio de cultura adequado também é
essencial porque diferentes concentragdes de sais
podem influenciar positiva ou negativamente o
processo de germinacdo das sementes, enquanto a
adicdo de agentes enriquecedores e reguladores
de crescimento pode ser necesséria para 0 sucesso
da germinacdo (Miranda et al, 2018). Nesse
sentido, neste estudo encontramos taxas de
germinacdo de até 79,4% apos 16 dias, usando AlA,
valor semelhante obtido por Souza (2017) na
germinacdo de sementes apds 45 dias de
inoculagdo em meio MS sem adicdo de hormonios.
Para outras espécies da familia Apocynaceae,
Cordeiro et al. (2014) obteve 61% de germinacdo
em sementes de Mandevilla moricandiana, apds 3
meses de cultivo em meio MS sem adicdo de
hormdnios, sendo que as plantulas desenvolveram

~

Obtengdo de
‘ material

Germinagdo
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a parte aérea, mas as raizes ndo se formaram.
Ferreira et al. (2006) verificou que a germinagéo de
sementes de H. sucuuba em condi¢des naturais,
ocorreu em um periodo de 15 dias, o que se
assemelha ao resultado obtido neste estudo da
germinagao in vitro para a espécie.

Na Figura 2 pode observar-se a resposta da germi-
nacdo a diferentes concentragdes hormonais. No
entanto, a aplicacdo de maiores concentracdes de
AlA na germinacdo de sementes de H. sucuuba
apresenta efeito positivo (Figura 2A); sob este mo-
delo encontramos um valor preditivo critico ma-
ximo de 7,25 mg/L de IAA, com o qual seria alcan-
cada até 99,7% de germinacdo de sementes. Ao
contréario, tanto os horménios ANA quanto AIB ti-
veram efeitos negativos na germinacdo de H.
sucuuba, a partir da aplicacdo da primeira dose, e
diminuiram a medida que as concentragdes au-
mentaram (Figuras 2B e 2C). Desta maneira pode-
se corroborar a importancia da adi¢do de regula-
dores de crescimento no meio MS para a germina-
¢do e o posterior desenvolvimento das plantulas.

Experimento 2: Enraizamento in vitro dos segmentos
nodais

As médias alcancadas pelas combinagdes de ambas
as auxinas e seus niveis de aplicagdo ao longo de trés
meses de cultivo sdo mostradas na Figura 3. Esses
tratamentos ndo mostraram diferenca significativa (p
= 0,2249) no teste de Kruskal- Wallis.

Multiplicagdao

Enraizamento

5
g
-5

Aclimatagdo

\y

Figura 1. Processo de germinagdo, multiplicagdo, enraizamento e aclimatagado in vitro de Himatanthus sucuuba.
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Tabela 3
Efeito de diferentes concentracdes de AIA, ANA e AIB na germinacdo média de sementes por tratamento aos 60 dias de inoculacdo em
meio MS
Tratamentos Horménios Concentragdo (mg/L) Germinagdo (%) Intervalo de confianga (95%)
T AlA 0 39,5 bcde +10,00
T2 AlA 1 80,2 a +13,33
T3 AlA 3 67,1 abc +3,33
T4 AlA 5 77,7 ab 18,82
T5 ANA 0 50,4 abcd +5,77
T6 ANA 1 16,6 de +3,33
T7 ANA 3 n7e +1,67
T8 ANA 5 105e +0,67
T9 AlB 0 43,4 abcde +3,33
T10 AlB 1 13,0 de +3,33
™ AlB 3 26,4 cde +3,33
T12 AlIB 5 19,7 de +0,67
Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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0 . ,.3 N : Figura 3. Porcentagem de enraizamento nos segmentos nodais de
Concentracdo AIA (mg/L) H. sucuuba apds 3 meses de cultivo em meio MS suplementado
609 com BAP em interacdo com AlA, 2,4-D e ANA.
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Figura 2. Modelos mateméticos representativos que expressam a
resposta da geminacéo de H. sucuuba, segundo as concentrages
em mg/L, Acido Indol Acético - AIA (A); ANA (B) e AIB (C).

Em relagdo ao enraizamento dos segmentos no-
dais, foram encontradas diferencas significativas
entre os diferentes tratamentos hormonais. Porém
foi alcancado até 30% de enraizamento em 75 dias
com o AlA. Esse resultado é semelhante ao obser-
vado por Souza (2017), que constatou germinacao
de 10,33% e 20% apds 45 dias utilizando AIA em
estudos com H. sucuuba, ambos considerados
muito baixos. O que pode ser atribuido a necessi-
dade de um balango citocinina/auxina adequado
para o enraizamento e desenvolvimento de mudas
cultivadas in vitro (Santos et al., 2022). Neste estudo
0s resultados demonstram e confirmam a essenciali-
dade da interagdo de reguladores de crescimento
para a eficiéncia no enraizamento de segmentos
nodais. Esse fato possivelmente esté relacionado a
ocorréncia de compostos fendlicos, sendo comum
na iniciagdo de culturas lenhosas, mesmo quando
se empregam tecidos muitos jovens como plantulas
geradas por germinacdo in vitro (Lemos et al,
2019), que podem estar ligadas a processos de re-
gulacdo do crescimento, especialmente as auxinas,
que dependendo da concentragdo enddgena no
tecido induzem a sintese desses compostos. Este
comportamento pode ser atribuido ao balango
hormonal entre as concentragdes utilizadas de
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auxina e citocinina que poderiam ter favorecido a
calogénese, interferindo diretamente no desenvol-
vimento de brotos da parte aérea (Ai et al., 2024).
Por outro lado, a formacéo de calos e brotacdes dos
segmentos nodais (Figura 4A) entre os tratamentos
mostram diferencas significativas (p = 0,0436 e p =
0,0401, respectivamente) de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis. Os melhores resultados na producdo
de calos foram obtidos da interacdo BAP + 2,4-D em
concentracbes de 0,5 e 0,8 mg L, com 100% de
calos (Figura 4), seguido da auxina ANA em todas as
concentracbes (0,3, 0,5 e 0,8 mg L) alcancando
entre 90% e 95% de producdo de calos, além de
apresentar rizogénese (Figura 4C). Observou-se,
ainda, que a interagdo favoreceu a formacdo de
calos com diferencas na pigmentacdo e a presenca
de calos fridveis (Figura 4B), nos segmentos nodais.
Formacdo de calos nos explantes, seja este do tipo
segmento nodal ou apice caulinar, ¢ muito comum
em espécies lenhosas (Soares et al,, 2007). Nesse
sentido, pode-se inferir que as respostas obtidas no
presente estudo corroboram os trabalhos realizados
por Oliveira et al. (2016a) com a espécie Hancornia
speciosa Gomes, ao afirmarem que a combinacdo de
BAP + ANA utilizadas em segmentos nodais,
fomenta a elevada formacdo de calos. Verma et al.
(2012) constataram que, a interagdo de BAP + ANA
(0,5 + 10 mg L) promoveu 59% de calos em
explantes foliares de Catharanthus roseus. Alem
disso, Gang et al. (2023) demostraram que o cresci-
mento e desenvolvimento dos explantes séo contro-
lados pela composicdo do meio de cultura e adi¢do
dos reguladores de crescimento. Além disso o
requisito ideal de concentragdo de nutrientes difere
entre as espécies. No presente estudo, a combina¢do
da auxina e citocinina atendeu de maneira ideal a

Séenz-Ramirez et al.

formacdo de calos de segmentos nodais de H.
sucuuba, e este comportamento pode ser atribuido
ao balanco hormonal entre as concentracdes
utilizadas de auxina e citocinina que poderiam ter
favorecido a calogénese, interferindo diretamente
no desenvolvimento de brotos e da parte aérea
(Figura 5).
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Figura 5. Porcentagem de calos desenvolvidos em segmentos
nodais de H. sucuuba apds 3 meses de cultivo em meio MS
suplementado com BAP em interacdo com AlA, 2,4-D e ANA.
Médias consecutivas de uma mesma letra ndo diferem entre si
com base no teste Ranks, a 5%.

Os tratamentos que responderam com a maior for-
mac&o de brotacbes, foram T1: BAP + AIA (0,1 + 3,0
mg L) e T3: BAP + AIA (0,1 + 8,0 mg L), em ambos
apresentando 100% de brotages, seguido de T3:
BAP + AIA (0,1 + 5,0 mg L) com 85%, e o controle
com 76,6%, que parecem semelhantes (p = 0,05).
Enquanto a interacdo de BAP + 2,4-D em todos os
tratamentos obteve-se 0% de brotagdes, devido ao
fato dos segmentos nodais formarem 100% de calos
(Figura 6). A interacdo BAP + ANA resultou em baixa
porcentagem de brotagdes, além de apresentar
rizogénese.

Figura 4. Aspecto dos calos desenvolvidos a partir de segmentos nodais de H. sucuuba, inoculados em meio MS, com BAP 0,1 mg L’
suplementado com 2,4-D apds 3 meses de cultivo. A) BAP + AIA, B) BAP + 2,4-D, C) BAP + ANA.
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Figura 6. Formacdo de brotos de H. sucuuba a partir de segmentos

nodais, cultivados em meio MS, com BAP 0,1mg L™ suplementado com

2,4-D apos 3 meses de cultivo. Médias seguidas da mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Ranks, ao 5%.

Brotagdes (%)

0c

Singh et al. (2011) constataram que a interacdo de BAP
+ AIA (1,5 + 1,0 mg L) promoveu 86% de brotacGes.
Entretanto, neste mesmo experimento foram obtidos
baixos indices de brota¢des na interacdo de BAP +
ANA. Resultados similares foram encontrados por
Oliveira et al. (2016b) que, ao estudarem o efeito
conjugado de BAP e ANA em explantes de Hancornia
speciosa, verificaram que a interacdo promoveu o
baixo indice de brotagBes nos explantes. Alem disso,
essas brotacdes ndo se desenvolveram satisfatéria-
mente. De acordo com Gang et al. (2023), a
adequacdo do BAP no meio de cultivo favoreceu na
formacdo ou proliferacdo de brotacGes. Entretanto
Komakech et al. (2020) afirmam que as citocininas séo
hormonios vegetais responsaveis pela formacdo dos
brotos e pela proliferacdo dos brotos axilares, bem
como pelo alongamento e que Vérios tecidos vegetais
requerem uma citocinina especifica para a morfogé-
nese, fato que ndo aconteceu com H. sucuuba.
Entretanto, quanto ao desenvolvimento da altura do
broto os tratamentos ndo mostraram diferencas signi-
ficativas (p = 0,0695) na prova de Kruskal-Wallis; no
entanto, obteve-se com a utilizacdo de T4: BAP + AIA
0,1+ 80 mg L™, que apresentou 1,25 cm de altura
(Figura 7).
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Figura 7. Crescimento de H. sucuuba a partir de segmentos nodais,

inoculados em meio MS, com BAP 0,1 mg L™ suplementado com 2,4-

D apds 3 meses de cultivo. Médias seguidas da mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Ranks, ao 5%.
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Experimento 3: Aclimatacgo das plantas
micropropagadas

Os resultados das plantulas enraizadas in vitro, foram
analisados estatisticamente com teste de t Student, e
revelou que houve diferenca significativa (p = 0,0475)
entre os substratos avaliados, quanto a porcentagem
de sobrevivéncia apds 30, 60 e 90 dias do transplante.
O substrato de vermiculita proporcionou o maior
percentual de sobrevivéncia (85%), porém houve
diferenca significativa somente no primeiro més. Se
verificou que o menor percentual de sobrevivéncia
ocorreu no substrato terra vegetal (68%). Além disso,
pode-se verificar uma queda da sobrevivéncia de
plantas aclimatadas de 85% para 60% nos 60 dias de
aclimatacdo e manteve-se até os 90 dias. Verificou-se
que o processo de aclimatacdo das plantas enraizadas
foi gradual e constante. A protecdo das plantulas com
tela de sombreamento de 70% nos primeiros 30 dias
foi eficiente, visto que permitiu abrandar as condicdes
iniciais criticas de luminosidade e temperatura para a
aclimatacdo. Enquanto a tela de sombreamento de
50% nos seguintes 60 dias permitiu  diminuir
gradualmente a umidade aumentando gradualmente
a intensidade da luz. Deste modo, pode-se aferir que
estas grandes diferencas de indices de sobrevivéncia
ocorreram devido ao tipo sombreamento e substrato
utiizado, sendo que T1: vermiculita, permitiu a
retengdo de mais &gua, devido a sua estrutura e
granulosidade, e T2: terra vegetal, favoreceu a fase
fotoquimica. Portanto, durante o processo de
aclimatacéo, a qualidade espectral da luz e o tipo de
substrato  podem  afetar  significativamente o
crescimento, desenvolvimento e morfogénese dos
orgdos vegetativos desta espécie. Além disso, como
observado em outros estudos, esses fatores afetam
sobremaneira a expansdo foliar, apresentando alto
grau de plasticidade anatdbmica e fisioldgica nas
plantas durante a aclimatacdo (Braga et al., 2011).

O modelo que representa o comportamento de so-
brevivéncia de acordo com o passar dos dias € visto
na Figura 8, onde com o passar do tempo a capa-
cidade de sobrevivéncia diminuiu em ambos 0s subs-
tratos. Porém, as mudas de H. sucuuba apresentam
melhor aclimatagdo com vermiculita, o que propor-
cionou melhor sobrevivéncia, apds 90 dias de acli-
matagdo, pois as mudas ndo se desenvolveram vi-
gorosamente, quando comparadas ao solo vegetal,
gue proporcionou Mais recursos nutricionais.

Em relagcdo ao crescimento em altura e diametro
das plantas de H. sucuuba, ajustou-se um modelo
quadrético, e observou-se comportamentos
diferentes nos dois tratamentos. Quanto ao
crescimento em altura ap6s 60 e 90 dias, o
substrato terra vegetal proporcionou o maior
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crescimento (8,41 cm), e verificou-se que o menor
crescimento (6,87 ¢cm) ocorreu na vermiculita, apos
90 dias de aclimatagdo (Figura 9A).
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Figura 8. Sobrevivéncia de plantulas de H. sucuuba em dois tipos
de substratos (terra vegetal e vermiculita), apés 30, 60 e 90 dias
de aclimatacdo em viveiro.

Nessa mesma figura, pode-se verificar que o cres-
cimento em diametro foi maior na terra vegetal em
todos os periodos avaliados. Foi possivel observar
também o desenvolvimento das raizes em cada um
dos tratamentos, constatando-se melhor desenvol-
vimento na terra vegetal (Figura 9B). Ainda ndo
existem trabalhos realizados na fase de aclimatacéo
ex vitro de plantas de H. sucuuba, motivo pelo qual
néo ser possfvel avaliar comparativamente.

A utilizagdo da terra vegetal como substrato foi fa-
voravel ao crescimento vegetativo em altura e dia-
metro das plantulas aclimatadas de H. sucuuba. No
entanto, Alvino & Rayol (2007) mencionam que o
substrato deve proporcionar adequado equilibrio
de umidade, aeracdo, consisténcia, nutrientes, e au-
séncia de patdgenos para o bom desenvolvimento
da muda. Além o aumento da percolacdo e do es-
coamento superficial podem causar estresse hidrico
e lentiddo no crescimento das plantas. Komakech
et al. (2020) constataram em plantulas provenientes
do cultivo in vitro de Prunus africana com raizes
bem desenvolvidas semeadas em substrato de solo
horticola estéril e mantidos em casa de vegetacdo

Plantulas obtidas
in vitro

Germinagdo de sementes

P y‘wv*-

Inoculagdo de segmentos nodais

Séenz-Ramirez et al.

alta taxa de sobrevivéncia apds dois meses de
crescimento. Diversos estudos reportam que o
sucesso da fase de aclimatagdo esta diretamente
relacionado a pléntulas que apresentam raizes bem
desenvolvidas in vitro (Boato Da Silva et al., 2008;
Sungkumlong & Deb, 2009) o qual foi comprovado
com a espécie H. sucuuba. Desta forma pode-se
observar o processo de obtenc¢do de plantas novas
desde sementes e terminando com a multiplicacdo
ou clonagem de plantas de interesse medicinal
(Figura 10).
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Figura 9. Crescimento em altura (A) e diametro (B) das plantas de
H. sucuuba avaliados aos 30, 60 e 90 dias de idade, durante as
etapas de aclimatacdo em viveiro em funcdo dos tratamentos terra
vegetal e vermiculita.

Crescimento e enraizamento de Plantas aclimatadas

segmentos nodais
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Figura 10. Etapas da obtengéo de plantas in vitro de Himatanthus sucuuba.
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4. ConclusBes

Em nossa pesquisa testamos trés tipos de auxinas
(AIA, ANA e 2,4-D) que poderiam influenciar na
germinacdo, enraizamento e posterior aclimatagéo
em dois substratos de H. sucuuba, pois esses
eventos sdo fundamentais para antecipar seu
potencial de desenvolvimento na propagagéo in
vitro. A aplicacdo de AlA teve efeito positivo na
germinagdo, atingindo taxa de germinagdo de
80,2%, na concentracdo de 1,0 mg/L. Pelo
contrario, ANA e AIB apresentam efeitos negativos,
pois reduzem significativamente a taxa de
germinacdo a medida que aumenta a concentracdo
aplicada.

O modelo preditivo sugere que uma concentracdo
de 7,25 mg/L de IAA poderia atingir uma taxa de
germinacdo de 99,7%, nesse sentido o hormonio
IAA superou significativamente na promocdo da
germinacdo. Dentre as diferentes combinacdes de
hormonios testadas, a interagdo BAP + IAA (0,1 +
8,0 mg L") induziu ou melhor enraizamento de dois
segmentos nodais de H. sucuuba. Por outro lado,
embora ndo tenha havido diferencas significativas
na altura dos brotos, o tratamento com BAP e IAA
(0,1 + 8,0 mg/L) produziu brotos com crescimento
de 1,25 cm. Por fim, a melhor aclimatacdo das
plantas micropropagadas no viveiro foi alcancada
no substrato vermiculita com 85% de sobrevivéncia
no primeiro més, mas esta taxa diminuiu para 60%
apds 90 dias. O substrato solo superficial favoreceu
maior crescimento em altura e didmetro das
plantas em comparacdo a vermiculita, destacando
a importancia dos elementos nutricionais
fornecidos pelo solo, assim como estimulou o
desenvolvimento radicular. Por fim, o protocolo se
mostrou eficiente para a germinacdo e propagacdo
in vitro de Himatanthus sucuuba (Spruce ex Mull.
Arg.) Woodson.
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