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Germinacao in Vitro de Sementes de
Coroa-de-frade (Melocactus sp.)

Diva Correia’

Evaldo Heber Silva do Nascimento?
Louise Guarany Santiago?®

Antonio Abelardo Herculano Gomes Filho*
Jodo Paulo Saraiva Morais®

Resumo - As cactaceas do género Melocactus, conhecidas como coroas-
-de-frade, apresentam formato globoso e aréolas com numero variado de
espinhos. Sao plantas de crescimento lento e ndo produzem ramificagdes
laterais, sendo a sua propagacao na natureza exclusivamente por sementes.
O objetivo do estudo foi observar o comportamento germinativo in vitro de
sementes de quatro espécies de Melocactus. O estudo foi realizado no
Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Agroindustria Tropical,
Fortaleza, Ceara. Foram utilizadas sementes de Melocactus ernestii, M.
oreas, M. zehntneri e M. violaceus. Em camara de fluxo laminar, as sementes
foram desinfestadas e semeadas em meio de cultura JADS. Observou-se que
a germinacgao in vitro das sementes de todas as espécies iniciou-se antes do
9° dia ap6s a semeadura. A porcentagem de germinagéo variou entre as
espécies, entre as plantas da mesma espécie e para os diferentes anos de
coletas das sementes. O indice de velocidade de germinacgéao foi reduzido
nas sementes com maior tempo de coleta. O tempo médio de germinagéo foi
superior em sementes que apresentavam maior periodo de armazenamento.

Palavras-chave: Melocactus ernestii, Melocactus oreas, Melocactus
zehntneri, Melocactus violaceus, Cactaceae, propagacao sexual, germinacéo.
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In Vitro Seed Germination of Turk’s Cap Cactus
(Melocactus sp.)

Abstract - Species from the Melocactus genus (melon cactus) are popularly
known as Turk’s cap cactus. They present round shape and a variable number
of spines per areoles. These plants are slow growers and do not produce
lateral shoots, hence multiplication is limited to sexual propagation by seed
germination. The aim of this study was to evaluate in vitro germination of
different Melocactus species. This research was performed at the Laboratory
of Plant Tissue Culture, Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceara.
Seeds from four species, Melocactus ernestii, M. oreas, M. zehntneri, and
M. violaceus, were collected in different years and stored until this study was
carried out. These seeds were surface disinfected and germinated in culture
medium JADS. Samples from all species began to germinate around the
9th day after inoculation and the experiment was performed until the 60th
day after inoculation. Germination rates were different for different species,
replications, and years. The older the seeds, the slower the germination rate.

Keywords: Melocactus ernestii, Melocactus oreas, Melocactus zehntneri,
Melocactus violaceus, Cactaceae, sexual propagation, germination.
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Introducao

O género Melocactus (L.) Link e Otto pertence a familia Cactaceae e é
composto por 38 espécies (Machado, 2009; Taylor et al., 2014). As espécies
encontram-se distribuidas em paises da América Central, no Caribe, nos
Andes e no Brasil, com destaque na regido Nordeste e nos estados de
Minas Gerais, Goias, Tocantins, Amazonas, Roraima, Espirito Santo e Rio de
Janeiro (Taylor, 1991; Taylor et al., 2015; International Union for Conservation,
2016). O maior centro de diversidade do género é o Brasil, que conta
com 23 espécies, sendo 21 endémicas (Taylor et al., 2015). No estado da
Bahia, encontra-se a maior diversidade de coroas-de-frade do pais, com 18
espécies, sendo 10 endémicas. No Ceara, foram registradas quatro espécies
do género M. zehntneri (Menezes et al., 2011; 2013; Taylor; Zappi, 2004), M.
oreas (Menezes et al., 2011; 2013), M. violaceus (Menezes et al., 2011; 2013)
e M. ernestii (Souza et al., 2016). Entre essas, o M. zehntneri é a espécie de
maior distribuicdo no estado (Menezes et al., 2011; 2013).

As cactaceas do género Melocactus, conhecidas como coroas-de-frade,
apresentam formato globoso, aréolas com numero variado de espinhos
(Taylor; Zappi, 2004) e na fase adulta ha o desenvolvimento de uma estrutura
discoide no apice da planta, chamada cefalio, responsavel pela prote¢do de
flores e frutos em desenvolvimento (Machado, 2009). A formagéo do cefalio
representa a transigdo da fase juvenil para a fase reprodutiva da planta
(Wyka, 2007). Em sistema de cultivo comercial a pleno sol, com irrigagéo
e adubacao controladas, a formacao do cefalio em M. matanzanus ocorre
em até trés anos apos o plantio (Mauseth, 2006). No viveiro de mudas da
Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, Ceara, em plantas de M.
zehntneri obtidas a partir da germinacao in vitro de sementes, cultivadas
em vasos e mantidas em telado com adubacéo e irrigagdo frequentes, foi
observado o inicio da formagao do cefalio a partir de quatro anos apés o
plantio. Verifica-se que o crescimento das plantas de Melocactus cessa com
a formagéao do cefalio; entretanto, ha alongamento do cefalio, formagéo de
flores e frutos (Machado, 2009; Wyka, 2007).

O Melocactus ernestii ¢é endémico do Leste do Brasil e encontra-se em
inselbergs gnaissicos e rochas cristalinas e areniticas circundadas por
caatinga arborea predominantemente xerdfila (Taylor; Zappi, 2004). Essa
espécie, que foi recentemente descoberta e registrada no Ceara, sendo
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encontrada no municipio de Quixadd, caracteriza-se por seu porte mediano e
espinhos longos de aproximadamente 10 cm (Souza et al., 2016).

O Melocactus oreas € uma espécie endémica do Nordeste do Brasil
(HUNT, 2006). Ocorre nos estados do Ceara e da Bahia em formagdes
savanicas ou campestres, crescendo principalmente sobre afloramentos
rochosos de granito ou gnaisse (Menezes et al., 2011; Taylor; Zappi, 2004).
No Ceara foi encontrada apenas uma Unica populacao de M. oreas, na Serra
das Matas, no municipio de Monsenhor Tabosa. Essa espécie diferencia-se
das demais do género Melocactus por apresentar espinhos aciculados e em
grande quantidade (Menezes et al., 2013; Taylor; Zappi, 2004).

O Melocactus zehntneri ocorre em todos os estados da regido Nordeste do
Brasil, com excec¢ao do Maranhao (Hunt, 2006). Habita formacdes savanicas
ou campestres, sem qualquer especificidade de substrato (Menezes et al.,
2011; Taylor; Zappi, 2004). No Ceara, ocorre no sertdo e inclusive em areas
serranas. Essa espécie apresenta grande variabilidade fenotipica e distingue-
se das demais espécies do género pelo seu tamanho relativamente maior
com espinhos mais robustos e de curvatura acentuada (Menezes et al., 2013).

O Melocactus violaceus ocorre na maioria dos estados do Nordeste do Brasil
e em Minas Gerais, no Espirito Santo e no Rio de Janeiro. Habita formagdes
florestais ou campestres (Mata Atlantica e Restinga), principalmente em
substratos arenosos, incluindo dunas litordneas. No Ceara, o M. violaceus
foi registrado primeiramente no municipio de Aquiraz (Meiado et al., 2015).
Distingue-se das demais espécies do género pelo seu tamanho, relativamente
menor, e por seu formato, geralmente subgloboso (Menezes et al., 2013).

Algumas espécies de Melocactus, por serem endémicas, correm risco
de extingdo (Silva et al., 2011) devido a degradacao da Caatinga associada
a coleta predatdria, em que a planta é retirada inteira (Souza et al., 2012)
para fabricagdo de doces, uso na medicina popular e, principalmente, na
comercializagdo como planta ornamental (Rizzini, 1982; Silva et al., 2011).
Além disso, plantas do género Melocactus apresentam crescimento lento
(Das et al., 1998; Machado, 2009) e n&o produzem ramificagbes laterais,
sendo a sua propagagao na natureza apenas por sementes (Machado, 2009).
A formacao de brotos em plantas no campo ou cultivadas somente ocorre
quando a planta sofre alguma injuria mecéanica (Machado, 2009; Mauseth,
2006), ou pode ocorrer em segmentos de caules de plantas cultivadas in vitro
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(Correia et al., 2012), método que favorece a clonagem de material juvenil
de M. zehntneri (Correia et al., 2011a), M. oreas (Souza et al., 2012) e M.
curvispinus (Retes-Pruneda et al., 2007).

Ainda sdo poucos os estudos relacionados a germinagao de
sementes de espécies de Melocactus (Lone et al., 2007; Rebougas et al.,
2007; Correia et al., 2011b; Souza et al., 2012; Zamith et al., 2013; Barbara
et al., 2015; Meiado, 2015). Dessa forma, o objetivo do estudo foi observar
o comportamento germinativo in vitro de sementes de quatro espécies de
Melocactus.

Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da
Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceara. As plantas de Melocactus
foram coletadas na Bahia, no Ceara e Rio Grande do Norte e mantidas na
Colecdo de Cactaceas da Embrapa Agroindustria Tropical. Foram utilizadas
quatro espécies de coroa-de-frade: Melocactus ernestii (Figuras 1A e 1B),
M. oreas (Figuras 1C e 1D), M. zehntneri (Figuras 1E e 1F) e M. violaceus
(Figuras 1G e 1H). As sementes de cada espécie foram armazenadas por ano
de coleta dos frutos (2008, 2009, 2011, 2013, 2014 e 2015). As semeaduras
in vitro foram realizadas em 2014 e 2015.

As sementes foram extraidas dos frutos e secadas a sombra sobre papel
filtro. Apds a secagem, as sementes foram transferidas para tubos de ensaio
contendo uma camada de silica gel, seguida de uma camada de algodéo e
papel filtro, sobre o qual as sementes foram alojadas (Figura 2). Os tubos de
ensaio foram vedados e guardados em armarios fechados, na auséncia de
luz e em temperatura ambiente.

A desinfestagdo e a semeadura in vitro das sementes foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita por Correia et al. (2011b). Em camara
de fluxo laminar, as sementes foram dispostas sobre um tecido permeavel
( 10 cm?) esterilizado. As pontas do tecido foram amarradas com o auxilio
de um barbante a fim de impedir a saida das sementes. A embalagem obtida
foi imersa em solugdo de etanol 70% (v/v) durante 1 minuto. Em seguida,
foi transferida para um frasco contendo solugdo de hipoclorito de sdédio
com 2% (v/v) de cloro ativo, acrescida de duas gotas de Tween® 20 para
cada 100 mL de solu¢do desinfestante, ficando sob agitacdo constante
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durante 15 minutos. Posteriormente, a embalagem foi transferida para um
novo frasco contendo solugdo desinfestante preparada com 2 mL de PPM®
(Plant Preservative Mixture) para cada 200 mL de solugdo, permanecendo
sob agitacdo constante durante 15 minutos. Logo apos esse tratamento, a
embalagem com as sementes foi submetida a quatro lavagens sucessivas
em agua destilada e esterilizada, com durag&o aproximada de 1 minuto cada
lavagem.

Fotos: Diva Correia

Figura 1. Plantas e frutos de
Melocactus ernestii (A, B); M.
oreas (C, D); M. zehntneri (E,
F); e M. violaceus (G, H). Barra
= 5 cm, para as plantas; barra
=1 cm, para os frutos.
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Foto: Diva Correia

Figura 2. Armazenamento de
sementes de Melocactus em
tubo de ensaio fechado contendo
camada de silica gel, algodao e
papel filtro.

Apés o ultimo enxague, a embalagem com as sementes ja desinfestadas
foi disposta em uma placa de Petri. Fazendo uso de um bisturi, cortou-se o
barbante, deixando as sementes livres para serem resgatadas e, com auxilio
de uma pinga, procedeu-se a semeadura. Foram semeadas de oito a dez
sementes em cada frasco com capacidade de 250 mL, vedado com tampa de
polipropileno transparente e contendo 30 mL de meio de cultura. Foi utilizado
o meio de cultura JADS (Correia et al., 1995), suplementado com 30 g L' de
sacarose e 1,8 g L' de agente solidificante Gelzan® (Sigma), previamente
esterilizado em autoclave sob temperatura de 121 °C durante 15 minutos.
Apds a semeadura, os frascos foram mantidos em camara de crescimento
com fotoperiodo de 12 horas, radiagao ativa fotossintética de 30 umol m? s
e temperatura de 27 °C + 2 °C.



GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES DE COROA-DE-FRADE (MELOCACTUS SP.) 1"

Foram consideradas germinadas as sementes que originaram plantulas
com raiz de comprimento igual ou superior a 1 mm. Aos 60 dias apos a
semeadura in vitro, foi avaliada a porcentagem de sementes germinadas. O
calculo do indice de velocidade de germinagéo (IVG) foi realizado por meio
de contagens diarias das sementes germinadas, adotando-se a metodologia
recomendada por Maguire (1962). O tempo médio de emergéncia (TMG) foi
estimado segundo Edmond e Drapala (1958). Os dados estdo apresentados
mediante uma analise descritiva da germinacdo e do indice de velocidade
de germinacado, levando-se em consideragdo as diferentes espécies de
Melocactus, a planta e o ano de coleta das sementes.

Resultados e Discussao

Na Tabela 1, pode-se observar que a porcentagem de sementes
germinadas variou entre as espécies, entre as plantas da mesma espécie
e para os diferentes anos de coletas, o que corresponde ao tempo de
armazenamento das sementes até o momento da semeadura. Entre as
espécies, 0 maior percentual de germinacgao foi verificado para as sementes
de Melocactus oreas, seguida por M. ernestii, M. zehntneri e M. violaceus.
Resultados semelhantes foram obtidos por Souza et al. (2012) ao analisarem
sementes de M. oreas, obtendo 60% de germinagc&o. Em Silva et al. (2011),
a germinagéo maxima das sementes de M. ernestii foi de 78%, enquanto nos
trabalhos conduzidos com sementes de M. zehntneri os resultados variaram,
sendo 90% em Silva et al. (2011) e 14% em Correia et al. (2011b).

De acordo com os resultados observados na literatura, o comportamento
germinativo de sementes de Melocactus altera também em fungdo das
condi¢cdes de germinacdo, como tipo de substrato e temperatura, além
de variar dentro da mesma espécie e da regido de origem das sementes
(Lone et al., 2007; Silva et al., 2011; Dias et al., 2013). Outro fator que pode
influenciar na germinacgéo dessas sementes é a embebic¢ao prévia em solugao
de giberelina. O uso desse hormdnio vegetal pode aumentar a porcentagem
de sementes germinadas, como observado em Silva et al. (2011), em que a
germinacao de sementes de M. zehntneri foi de 74% apds o uso da solugao
de giberelina contra 13% das sementes nao tratadas. Ressalta-se que no
presente estudo a germinacdo de sementes de M. zehntneri chegou a 67%
sem o tratamento com giberelina (Tabela 1).
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Para M. zehntneri, verificou-se que a germinagéao foi maior para sementes
coletadas no Rio Grande do Norte em relagdo as do Ceara (Tabela 1). Em
Silva et al. (2011), ha registro de diferencas na germinacédo dessa espécie
em sementes coletadas em locais diferentes na Bahia, indicando que sua
germinagao também pode variar de acordo com a regido de origem da planta.
Adicionalmente, para sementes de M. zehntneri de origem do Rio Grande do
Norte coletadas em 2008 e 2009, foram observadas redug¢des na germinagao
comparativamente as de periodo de armazenamento coletadas em 2011 e
2014. Tais resultados indicam redugao de viabilidade dessas sementes apos
um periodo de armazenamento em temperatura ambiente na presenca de
silica em torno de cinco anos (Tabela 1). Silva et al. (2011) afirmam que para
M. ernestii e M. glaucescens, os melhores resultados de germinagao foram
observados para sementes com até seis meses de armazenamento nas
mesmas condicdes ambientais utilizadas neste estudo.

Para M. ernestii, M. oreas e M. zehntneri, o indice de velocidade de
germinacao (IGV) foi superior em sementes submetidas ao menor periodo de
armazenamento, como verificado na Tabela 1. Entre as espécies, o IVG foi
consideravelmente maior para as sementes de M. ernestii. Entretanto, neste
estudo, mesmo o menor valor de IVG obtido para as sementes de M. zehntneri
armazenadas por sete anos foi maior do que o citado na literatura. Lone et
al. (2007) verificaram que o IVG para sementes de M. bahiensis variou de
0,47 a 3,56, enquanto Zamith et al. (2013), trabalhando com sementes de
M. violaceus, observaram variacdes de 0,20 a 2,21. Na Tabela 1, verifica-
se que houve similaridade de comportamento no IVG para sementes de M.
oreas e M. zehntneri coletadas no mesmo ano em plantas diferentes de cada
espécie. Contudo, o mesmo comportamento n&o foi observado em sementes
de M. ernestii coletadas em 2014.

O tempo médio de germinagao (TMG) variou de 8,67 dias a 20,38 dias,
e os valores mais elevados foram obtidos em sementes submetidas ao
periodo de armazenamento de sete anos (Tabela 1), sugerindo que esse fato
esteja ligado a perda da viabilidade em fun¢ao do tempo de armazenamento
das sementes. Lone et al. (2007) e Dias et al. (2013) obtiveram para
sementes de M. bahiensis TMG que variou de 7,5 dias a 16 dias e 9 dias a
12,5 dias, respectivamente, em sementes submetidas a até trés meses de
armazenamento.
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O inicio da germinacao das sementes das quatro espécies de Melocactus
ocorreu antes do 9° dia apds a semeadura in vitro. Ademais, esse
comportamento foi observado para plantas da mesma espécie coletadas no
mesmo ano e em anos diferentes, excetuando-se as sementes coletadas nos
anos de 2008 e 2009 de M. zehntneri (RN), em que a germinagao foi mais
tardia (14° dia) (Figura 3).
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Figura 3. Numero de sementes de Melocactus ernestii, plantas 1 (A) e 2 (B); M. oreas,
plantas 1 (C) e 2 (D); M. zehntneri oriundo do Ceard, plantas 1 (E) e 2 (F); e M.
zehntneri oriundo do Rio Grande do Norte (G e H) obtidas em diferentes anos de
coleta e germinadas in vitro durante 60 dias apos a semeadura.
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Resultados similares foram observados por Correia et al. (2011b),
trabalhando com M. curvispinus, e Dias et al. (2013), trabalhando com M.
bahiensis, em que a germinagao teve inicio ao 9° dia e 5° dia, respectivamente.
Em relagéo as sementes de M. zehntneri (RN) coletadas nos anos de 2008 e
2009, provavelmente a germinacgéo tardia esteja associada ao maior tempo
de armazenamento das sementes e a consequente redugéo da viabilidade.

Para as quatro espécies de Melocactus, observou-se que, de modo geral,
0 maior numero de sementes germinadas concentrou-se entre o 5° dia e o
20° dia ap6s a semeadura in vitro, exceto quando coletadas nos anos de
2008 e 2009, para a espécie M. zehntneri (RN), em que 0 maior niumero de
sementes germinou entre o 14° dia e 30° dia (Figura 3). Correia et al. (2011b)
verificaram que o maior numero de sementes de M. curvispinus germinadas
in vitro ocorreu entre 0 9° e o 15° dia, enquanto para as sementes de M.
zehntneri ocorreu entre o 20° e 0 43° dia.

Na Figura 4, pode-se observar que as espécies de Melocactus apresentam
morfologias diferenciadas quanto a coloragdo da parte aérea, tamanhos da
parte aérea, espinho e raiz, como também para nimeros e tamanhos de
espinho e raiz, ja aos 60 dias de cultivo apds a semeadura in vitro. Essas
diferengas podem ser Uteis na identificagdo precoce do material genético
quando na auséncia da identificacdo dessas espécies.
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Figura 4. Plantulas de Melocactus obtidas a partir da germinagao in vitro de sementes
e cultivadas durante 60 dias: M. ernestii (A), M. oreas (B) e M. zehntneri, origem das
sementes Ceara (C) e do Rio Grande do Norte (D). Sementes coletadas em 2014.
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Conclusoes

A porcentagem de sementes germinadas in vitro varia em fungédo da
espécie de Melocactus, e para a espécie M. zehntneri varia também em
funcéo da origem das plantas.

A germinacao das sementes de uma mesma espécie de Melocactus pode
variar entre plantas e periodo de armazenamento das sementes.

Sementes de Melocactus submetidas a maior periodo de armazenamento
apresentam menor percentual germinativo, menor indice velocidade de
germinagao e maior tempo médio de germinagao.
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