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Producao In Vitro de
Mudas de Coroa-de-Frade
(Melocactus oreas Miq. -
Cactaceae): uma Espécie
Nativa da Caatinga de
Potencial Ornamental

Ana Valéria Vieira de Souza’; Danilo Diego de
Souza?; Nerimar Barbosa Guimardes da Silva®;
Flavio José Vieira de Oliveira*

Resumo

Melocactus oreas é uma cactaceae nativa da Caatinga que apresenta
potencial ornamental. Considerando-se o risco de extingéo e a
crescente demanda comercial, objetivou-se com este trabalho iniciar
os estudos de micropropagacao a fim de otimizar um protocolo para

a producao de mudas em escala comercial. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Biotecnologia, casa de vegetacao e
viveiro de mudas da Embrapa Semiarido. Para o estabelecimento

in vitro, foram utilizadas sementes desinfestadas e inoculadas em
meio de cultura MS/4 sélido. Os experimentos de multiplicacao

foram realizados em meio de cultura MS/2 sélido suplementado com
diferentes concentracdes de BAP ou KIN. Para aclimatizacao, as
brotacdes foram transferidas para tubetes contendo substrato comercial
e posteriormente para potes plasticos contendo solo da Caatinga. Na
germinacao das sementes, observou-se que os resultados diferiram
estatisticamente entre as semanas avaliadas e os maiores valores
foram obtidos a partir da terceira semana. Na multiplicacao in vitro, na
presenca de BAP e KIN, ndo houve a inducao de multiplas brotacoes,
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mas somente na regeneracao dos brotos, que jad apresentaram raizes.
Na aclimatizacdo observou-se 100% de sobrevivéncia das plantas.
Pode-se afirmar que a micropropagacao é uma técnica que pode ser
utilizada na producao de mudas de M. Oreas.

Palavras-chave: cabeca-de-frade, extincdo, micropropagacao, regulador

vegetal, aclimatizacao.



In vitro Production of
Coroa-de-Frade (Melocactus
oreas) seedlings -
Cactaceae: a Caatinga
Native Species Caatinga of
Potential Ornamental

Ana Valéria Vieira de Souza; Danilo Diego de
Souza; Nerimar Barbosa Guimardes da Silva;
Flavio José Vieira de Oliveira;

Abstract

Melocactus oreas is a cactus native to the Caatinga featuring
ornamental potential. Considering the risk of extinction and the growing
demand for marketing, the aim of this work was to begin studies of
micropropagation in order to optimize a protocol for the production

of seedlings on a commercial scale. The experiments were performed
at the Biotechnology Laboratory, greenhouse and plant nursery at
Embrapa Semi-Arid. For the in vitro establishment, sterilized seeds were
used and inoculated in the MS/4 solid. The multiplication experiments
were performed in culture medium MS/2 solid supplemented with
different concentrations of BAP or KIN. For acclimation, the shoots
were transferred to tubes containing commercial substrate and then

to plastic pots containing soil of the Caatinga. Seed germination, it

was observed that the results differed among the week evaluated

and the highest values were obtained from the third week. In vitro
multiplication in the presence of BAP and KIN, no induction of multiple
shoots, but only in the regeneration of shoots, which already had roots.
In the acclimatization showed 100% survival of plants. It can be argued
that micropropagation is a technique that can be used in the production
of seedlings of M. Oreas.

Keywords: cabeca-de-frade, extinction, micropropagation, growth
regulators, aclimatization.
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Introducao

A familia Cactaceae, endémica do continente americano, é constituida
por 125 géneros e, aproximadamente 1.900 espécies, distribuidas nas
regioes temperadas e tropicais em ampla variedade de habitats, desde
regioes aridas até florestas iumidas (ARECES, 2004; GIBSON; NOBEL,
1986; HUNT; TAYLOR, 1990). No Brasil estao registrados 35 géneros
e um total de 160 espécies. Quatorze géneros apresentam espécies
endémicas (BARBOSA et al., 1996; BARROSO et al., 1978; ORTEGA-
BAES; GODINEZ-ALVEZ, 2006).

O género Melocactus (L.) Link e Otto possui 37 espécies xerofilas,
que ocorrem desde o México até o Estado do Rio de Janeiro, sendo

a maior concentracdo na Regidao Nordeste do Brasil, considerada

o centro de diversidade primaria deste género. No Bioma Caatinga
podem ser encontradas varias espécies de Melocactus sp., conhecidas
popularmente como cabeca-de-frade ou coroa-de-frade, amplamente
utilizadas pela populacao local para diversas finalidades, desde a
culinaria e medicina popular (ANDRADE et al., 2006), até a exploracao
do potencial forrageiro e, principalmente, paisagistico (ROCHA et al.,
2002).

Porém, ainda ndo se conhece sistemas de producao ja estabelecidos
para o cultivo dessas espécies e toda coleta das plantas neste
ecossistema tem sido feita de forma extrativista, o que tem levado a
uma drastica reducao das populacoes naturais. Resende (2010) afirma
que este fato torna o pais uma area prioritaria para a conservacao das
espécies de Melocactus, principalmente pelo risco de erosao genética
a que estao submetidas. De acordo com Fonseca (2004), o impacto
da coleta extrativista irracional torna-se mais significativo porque as
plantas sao removidas inteiras da natureza e um dos fatos que pode
contribuir de modo expressivo para a extincdo é o crescimento lento
das plantas (DAS et al., 1998; MACHADO, 2009). Considerando-

se o risco de erosao genética decorrente da coleta extrativista, a
valoracado do potencial ornamental e o crescente interesse paisagistico
pelas coroas-de-frade, torna-se cada vez mais urgente e relevante

o desenvolvimento de pesquisas que viabilizem a conservacao e a
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producdo de mudas em larga escala, que poderao ser utilizadas para
recompor areas, bem como ser comercializadas para atender a demanda
do mercado paisagistico nacional. A justificativa mais relevante para

o estabelecimento de programas voltados a producao e conservacgao,
deve-se ao alto grau de endemismo, associado a fatores como
exploracao de areais, degradacao de habitats, queimadas na Caatinga e
coleta indiscriminada das plantas para comercializacdo em feiras livres e
beiras de estradas.

A producéao de plantas in vitro representou no século passado um
avanco consideravel para a obtencao e comercializacao de mudas de
plantas frutiferas, florestais e principalmente ornamentais. Por causa
das vantagens que apresenta, como a possibilidade de obtencao de
elevado nimero de plantas, com excelentes condicdes fitossanitarias,
em curto periodo de tempo e espaco reduzido, essa técnica também
vem sendo realizada com éxito em pesquisas com espécies nativas
de potencial comercial e passiveis de extincao. Além da producao de
mudas, a micropropagacao também é uma das técnicas de cultura

de tecidos vegetais mais utilizadas em estudos de conservacao, uma
vez que possibilita, consequentemente, a preservacao de espécies
ornamentais nativas, por minimizar a coleta das plantas no seu habitat
(RESENDE, 2010).

Todavia, os estudos sobre micropropagacao de espécies do género
Melocactus, seja para producao de mudas para comercializacdo ou
para conservacao ex situ, ainda sao incipientes. Os protocolos ja
estabelecidos precisam ser ajustados para otimizar a multiplicacao

e reduzir o tempo de obtencao das plantas, nao deixando de
considerar as caracteristicas peculiares de reproducao, crescimento e
desenvolvimento da espécie.

Considerando-se que ainda nao existem pesquisas relacionadas a
micropropagacao de M. oreas Miq., objetivou-se com este trabalho
iniciar os estudos para a obtencao de plantas in vitro, a fim de otimizar,
posteriormente, um protocolo para a producao de mudas em escala
comercial.
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Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia, em
casa de vegetacao e viveiro de mudas da Embrapa Semiarido. Para

o inicio do cultivo in vitro, foram utilizadas sementes coletadas em
uma planta da espécie mantida na colecao de cactaceas da mesma
instituicao. A planta matriz de M. oreas Miq. foi coletada em Morro
do Chapéu, BA (11°15°31” de latitude sul e 40°56’31"” de longitude
oeste), em 19 de outubro de 2009 e mantida na colecao de trabalho.

As sementes coletadas, antes da inoculacéao in vitro, foram lavadas
em agua corrente, imersas em &lcool 70% durante 5 segundos e
posteriormente colocadas em agitacdo por 20 minutos em solucao de
hipoclorito de sédio 0,5%. Em camara de fluxo laminar, as sementes
foram lavadas trés vezes em agua destilada autoclavada e em seguida,
com o auxilio de uma micropipeta, inoculadas em frascos de vidro
contendo o meio de cultura MS/4 (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
sélido suplementado com 7,5 g L' de sacarose, pH aferido para 5,7-
5,8 antes da autoclavagem e 6 g L' de agar para solidificacdo. Apds

a inoculacao das sementes, os frascos foram deixados em sala de
crescimento com condicdes controladas de temperatura (25°C+ 1) e
fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro. O experimento foi instalado
em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com 20
repeticoes, contendo dez sementes cada repeticao. As avaliacbes para
verificar a contaminacao e nUmero de sementes germinadas foram
realizadas semanalmente por um periodo de 30 dias ap6s a instalacao
do experimento.

Os explantes foram retirados de fragmentos das plantas germinadas
in vitro. Cada planta foi cortada verticalmente ao meio, originando
dois fragmentos que foram colocados horizontalmente com a parte

do corte voltada para o baixo, em contato com o meio de cultura

para a inducdo de multiplos brotos. Os explantes foram colocados em
frascos de polietileno transparente autoclavaveis contendo o meio de
cultura MS/2 sélido, suplementado com 15 g L' de sacarose, 6 g L™
de agar para solidificacao e diferentes concentracdes das citocininas
BAP (6-benzilaminopurina) ou KIN (cinetina). O pH do meio foi aferido
para 5,7-5,8 antes da autoclavagem. Os tratamentos foram T1: MS/2;
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T2: MS/2 + 0,25 mg L' BAP; T3: MS/2 + 0,5 mg L' BAP; T4: MS/2
+ 1 mg L' BAP; T5: MS/2 + 0,25 mg L' KIN, T6: MS/2 + 0,5 mg
L' KIN; T7: MS/2 + 1 mg L KIN. Os frascos contendo os explantes
foram deixados em sala de crescimento com condicdGes controladas de
temperatura (25 °C + 1) e fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro
e o experimento foi instalado em DIC com cinco repeticGes e seis
explantes/repeticdao. As avaliacGes foram realizadas quanto ao ndmero
de brotos regenerados e o nimero de brotos com raiz aos 30, 60 e 90
dias e quanto ao nimero de brotos necrosados e matéria fresca das
brotacdes aos 90 dias.

Apds a obtencao dos dados de peso da matéria fresca das

brotacdes em balanca analitica digital, as plantas foram levadas para
aclimatizacdo em casa de vegetacdo. Cada planta foi transferida para
tubetes de polipropileno individuais (5,5 cm de didametro x 11 cm de
altura), contendo o substrato comercial. Apés o plantio, os tubetes
foram tampados com pléstico transparente durante 20 dias para
manutencao da umidade. Apds a retirada do plastico, as mudas foram
mantidas no mesmo ambiente por um periodo de 10 dias. Durante a
aclimatizacao em casa de vegetacao, a irrigacao foi feita de acordo com
a necessidade das plantas, considerando-se a umidade do substrato.

Apds o periodo de 30 dias, os tubetes foram transferidos para o viveiro
de mudas com 25% de luminosidade, onde permaneceram por mais

30 dias. Posteriormente, cada planta foi transferida para potes de
polietileno transparentes contendo solo da Caatinga como substrato,
onde permaneceram por igual periodo. No viveiro, as plantas foram
irrigadas diariamente durante 5 minutos, por microaspersao a cada 2
horas. Ao final de 60 dias, os potes plasticos contendo as mudas foram
transferidos para condicao de pleno sol.

Os dados obtidos em todos os experimentos foram submetidos a
andlise estatistica pelo teste de comparacao de médias - teste de Tukey
o 5%, utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2003).

Os resultados para as varidveis nimero de brotos regenerados, nimero
de brotos com raiz, nimero de brotos necrosados e matéria fresca das

brotacdes aos 30, 60 e 90 dias, foram transformados pela equacéo raiz
quadradadeY + 1.0-SQRT (Y + 1.0).
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Resultados e Discussao

A assepsia utilizada para a desinfestacao das sementes e
estabelecimento de M. oreas in vitro foi satisfatéria, uma vez que
ocorreu contaminacao por fungo em apenas dois recipientes de cultivo
durante todo o periodo de conducao do experimento. Em relacao a
germinacao das sementes, péde-se observar que houve um aumento
consideravel, com diferenca estatistica significativa, entre a primeira

e a quinta semana, sendo os valores médios/parcela 0,9 e 6,2,
respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Nimero de sementes de M. oreas germinadas in vitro.

Ndmero de sementes germinadas

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana4 Semanab
CV (%) 26,34 0,90 c** 4,2 b** b,ba** 5,9 a** 6,2 a**

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (@1%).
**Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.

Os trabalhos ja publicados sobre o estabelecimento de protocolos

de micropropagacéao para espécies nativas, em geral, com diferentes
potenciais de exploracdo comercial, mostram diferencas significativas
em cada etapa do processo, pois iniumeros fatores podem contribuir
para o sucesso ou insucesso dos resultados. No entanto, parece
consenso entre os grupos que trabalham nessa linha de pesquisa,
que as fases mais criticas tém sido o estabelecimento in vitro dos
explantes, o enraizamento in vitro das brotacdes e a aclimatizacao
das plantas. Quando sao utilizados fragmentos retirados da planta
matriz, como gemas, segmentos de caules e outros, podem ocorrer
significativas contaminacdes por microrganismos sapréfitos no inicio
do processo, que podem comprometer todo o desenvolvimento do
trabalho. A experiéncia de diversos grupos de pesquisas no pais que
trabalham com micropropagacao de espécies nativas, tem demonstrado
que as etapas iniciais podem ser extremamente complexas quando

o estabelecimento in vitro é realizado a partir desses materiais
vegetativos (MORAES et al., 2007).
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Desse modo, quando o objetivo é a otimizacao de protocolos de
micropropagacao para espécies nativas, tem-se optado por iniciar

os trabalhos com o estabelecimento in vitro a partir da germinacéao
de sementes. Além de ndo ocorrer o processo de oxidacdo, se a
assepsia for eficiente, também nao havera contaminacoes por fungos
ou bactérias. Segundo Melo et al. (2008), as sementes sdao mais
indicadas para estudos neste contexto, por serem menos contaminadas
e resistirem melhor aos tratamentos de assepsia, além de ser um
beneficio para a manutencao da variabilidade genética, o que é
extremamente relevante no caso de espécies passiveis de extincao
(RESENDE, 2010).

Estudos sobre micropropagacao de cactaceas a partir da germinacao

de sementes in vitro foram realizados por Perez-Molphe-Balch (2003),
Santos-Diaz et al. (2003) e Davila-Figueroa et al. (2005) com diferentes
resultados entre as espécies.

Alguns autores ressaltam que o uso de sementes em pesquisas de
micropropagacao de cactaceas reduz os riscos de contaminacao, uma
vez que a desinfestacdo de outros fragmentos ou tecidos é dificultada
por causa da presenca de espinhos que abrigam elevada variedade

de microrganismos (CHORENO-TAPIA et al., 2002; MEDEIROS et

al., 2006; KHALAFALLA et al., 2007). Santos-Diaz et al. (2003)
observaram 100% de contaminacao quanto utilizaram gemas axilares e
segmentos de plantas de Pelecyphora aselliformis cultivadas ex vitro e
introduzidas in vitro.

Além da producao de mudas, a micropropagacao é uma técnica
alternativa que pode ser utilizada como estratégia de conservacao
ex situ para determinadas espécies que requerem muitos anos para
alcancar a fase reprodutiva ou que possuem sementes que perdem
a viabilidade rapidamente apés longos periodos de armazenamento,
como ocorre para algumas espécies do género Melocactus (ROJAS-
ARECHIGA; VASQUES-YANES, 2000; VILLALOBOS et al., 1991).
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Quando Resende (2010) utilizou sementes para o estabelecimento in
vitro de M. glaucescens, observou que nao houve contaminacao a
partir da desinfestacdo em alcool 96% durante 1 minuto e 2,5% de
hipoclorito de sédio em agitacdo durante 10 minutos. Da mesma forma,
Quiala et al. (2009) também nao observaram contaminacgdes in vitro

de sementes de Pilosocereus robinii quando estas foram imersas em
solucao de 2% de hipoclorito de sédio em agitacao durante 20 minutos.
Nesses dois trabalhos, pode-se observar que a assepsia foi mais forte
em comparacao aquela utilizada para M. oreas.

Porém, Régo et al. (2009) obtiveram 0% de contaminacdo quando
realizaram a assepsia de sementes de Cereus jamacaru em solucao
com menor concentracdo de hipoclorito de sédio (1%). Quando as
sementes foram imersas em 2% deste agente desinfetante, nenhuma
semente germinou e os autores concluiram que isso aconteceu por
causa da atividade fitotoxica. As respostas obtidas para as espécies
M. glaucescens e P. robinii sao interessantes porque o procedimento
adotado para a desinfestacao das sementes em solucao mais
concentrada de hipoclorito de sédio ndo afetou a germinacao das
sementes in vitro (QUIALA et al. 2009; RESENDE, 2010). Esses
resultados mostram que outros procedimentos para a assepsia e
germinacao in vitro de sementes de M. oreas devem ser realizados,
quando deverao ser testadas outras concentracdes de hipoclorito de
sddio alternando com tempo de imersao.

Os tempos de germinacao das sementes in vitro obtidos neste trabalho
(Tabela 1) corroboram com os resultados encontrados por Resende
(2010), quando avaliou a germinacao por um periodo de 11 semanas,
observando que o maior nUmero de sementes germinadas de M.
glaucescens ocorreu nas semanas iniciais da conducao do experimento.
Mesmo que o periodo de avaliacao para a espécie M. oreas tenha

sido até a quinta semana, neste momento, foi obtido um valor médio
consideravel de, aproximadamente, seis sementes germinadas/parcela,
o que corresponde a 60% de germinacéao total. Porém, o nimero de
sementes germinadas de M. glaucescens (> 90%), no mesmo tipo de
meio de cultura, foi consideravelmente superior, quando comparado ao
M. oreas. Esse resultado pode ser atribuido a pré-embebicdao destas em
solucao de giberelina antes da inoculacao in vitro (RESENDE, 2010), o
que nao foi feito com a espécie em estudo.
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Em protocolos de micropropagacao de espécies nativas, cujo
estabelecimento in vitro é realizado por meio da germinacdo de sementes,
é comum o procedimento da pré-embebicdo destas em solucao de
giberelina, antes da inoculacao in vitro. Porém, é mais utilizado quando
existem referéncias sobre a ocorréncia de dorméncia, relacionada a
imaturidade do embrido. Este mesmo procedimento foi adotado por
Cardarelli et al. (2010), quando objetivaram estabelecer uma técnica
eficiente para a propagacao e conservacao in vitro de Obregonia denegrii,
uma cactaceae em risco de extincdo. Apds o processo de assepsia,

os autores imergiram as sementes em solucdao de GA3 e observaram

um resultado de 85% de germinacao apds 7 dias da instalacao do
experimento. Contudo, Quiala et al. (2009), ndo embeberam as sementes
P. robinii em solucéo de giberelina e obtiveram um resultado com mais
de 90% de sementes germinadas, quando se utilizou a metade da
concentracado dos sais do meio MS. Nao foram encontrados relatos sobre
dorméncia de sementes para M. oreas. Contudo, pode ser interessante

a realizacao de testes para a pré-embebicado de sementes desta espécie
em estudos posteriores, quando deverao ser testadas diferentes
concentracoes de solucao de giberelina e tempos de embebicao.

Os resultados de protocolos de micropropagacao sao significativamente
diferentes entre as espécies mas, ainda assim, a producao de mudas in
vitro de espécies de Melocactus via germinacao de sementes in vitro,
pode ser consideravelmente vantajosa quando comparada a propagacao
convencional in vivo, principalmente por causa do lento desenvolvimento
das plantas em condi¢cdes naturais. Em estudos sobre germinacao in vivo
realizados com a espécie Melocactus bahiensis, ndo foi obtido nem 50%
de sementes germinadas (LONE et al., 2007).

Ao avaliar a multiplicacao in vitro nos segmentos de M. oreas cultivados
com diferentes concentracoes de BAP e KIN, observou-se que nao
ocorreu a inducdo de multiplas brotacGes, mas somente a regeneracao
dos brotos.

Os resultados obtidos nas avaliacdes realizadas aos 30 e 60 dias,
mostraram que nao houve diferenca estatistica significativa para o
numero de brotos regenerados entre os tratamentos, mas somente

para nimero de brotos com raiz. Para estas varidveis, aos 90 dias,

os resultados foram inversos. Quando avaliou-se o nimero de brotos
necrosados e a matéria fresca das brotacoes, observou-se que nao houve
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos para a primeira
variavel analisada, mas somente para a segunda (Tabela 2).
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Tabela 2. Nimero de brotos regenerados (NBRREG), nimero de brotos
com raiz (NBRRAIZ), nimero de brotos necrosados (NBRNEC), peso da
matéria fresca das brotacoes (MFBROT) de Melocactus oreas produzidos
in vitro aos 30, 60 e 90 dias.

30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS

TRAT NBR N BR N BR N BR N BR N BR N BR MFBROT
REG RAIZ REG RAIZ REG RAIZ NEC

T1 2,2a 2a* 22a 2a* 3ab* 28a 2,2a 0,056ab*
ns ns ns ns

T2 3 a 1,6ab 3a 1,6ab 2ab 1,4a 38a 0,036b
T3 36a Ob 36a Ob 2 ab 2a 3,2a 0,042b
T4 28a O0Ob 28a O0Ob 3 ab 28a 28a 0,0340b
T5 2,8 a 2,4 a 2,8a 24a 28ab 26a 28a 0,068ab
T6 2a 2,2 a 2 a 2,2 a 3,4 a 2,8 a 2,4 a 0,11 a
T7 4,2a 08ab 42a 08ab 1,4b 1,4a 4,2a 0,042b

Cv 15,97 16,10 15,97 16,10 12,68 ,8114 14,29 15,35
(%)

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (& 1%). (Trata-
mentos: T1: MS/2; T2: MS/2 + 0,25 mg L' BAP; T3: MS/2 + 0,5 mg L' BAP; T4: MS/2 +
1 mg L' BAP; T5: MS/2 + 0,25 mg L KIN, T6: MS/2 + 0,5 mg L" KIN; T7: MS/2 + 1 mg
L' KIN). Os dados foram transformados pela equacéo: Raiz quadrada de Y + 1.0 - SQRT (Y
+ 1.0)

O maior nimero de brotos foi obtido com a utilizacdo de KIN, porém,
esse valor ndo diferiu dos tratamentos com BAP, assim como do
controle, em que os segmentos foram cultivados somente em meio
MS/2 sem suplementacdo com citocinina. Esses resultados se devem
ao fato de nao ter ocorrido inducado de multiplas brotacdes com a
utilizacdo de BAP ou KIN, nas concentracdes testadas, mas somente
a regeneracao dos brotos. Todas as espécies vegetais cultivadas in
vitro sao capazes de regenerar novos individuos quando colocadas
em condicOoes adequadas de crescimento e desenvolvimento, mesmo
na auséncia de reguladores vegetais, por causa do fenbmeno da
totipoténcia celular (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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Estudos realizados com diferentes espécies de cactaceas apresentaram
regeneracao das brotacdes, quando os explantes foram cultivados

na auséncia de citocininas, ndo deixando de ressaltar que o objetivo
dos autores era a multiplicacao in vitro de Gymnocalycium buldiamur,
Pelecyphora aselliformis, Pelecyphora strobiliformis, Mammillaria
as-angelensis, Coryphantha minima e Pilosocereus robinii (DAVILA-
FIGUEROA, 2002; MALDA et al., 1999; PASQUAL; HOSHIJA, 1992;
PEREZ-MOLPHE-BALCH et al., 1998; PEREZ-MOLPHE-BALCH; QUIALA
et al., 2009; RUBLUO et al., 2002).

A regeneracao de brotacOes na auséncia de reguladores vegetais, em
M. oreas e outras espécies, sugere que hormoénios endégenos sao
capazes de promover o desenvolvimento do explante via organogénese
direta, o que é um processo raramente observado em plantas de
Melocactus em condicdes naturais (RESENDE, 2010). Esses resultados
discordam daqueles obtidos por Mauseth (1993), por considerar que a
citocinina é essencial para o desenvolvimento de brotos de cactos.

A suplementacao do meio com diferentes concentracdoes de BAP

ou KIN nao foi capaz de possibilitar a multiplicacdo in vitro de M.
oreas. A obtencado de melhores respostas na presenca de KIN pode
estar relacionada a toxidez do BAP, observada para varias culturas

in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Todavia, permanece a
necessidade da realizacdo de outros experimentos mais elaborados,
quando deverao ser testadas outras concentracdes das mesmas
citocininas, de modo a confirmar tal inferéncia sobre a toxidez para o
M. oreas. A diferenca de valores observados nas avaliacoes entre 30,
60 e 90 dias, para esta variavel na concentracdo de 1,0 mg L', pode
ser atribuida & morte/necrose de algum explante.

A suplementacao do meio de cultura com reguladores vegetais, a
exemplo citocininas e auxinas, sempre é realizada quando o objetivo

é aumentar a quantidade de brotos e/ou raizes formadas, bem como
para outras finalidades. Porém, o nimero de brotacdes produzidas in
vitro, pode variar consideravelmente de acordo com vérios fatores,
como genodtipo, tipo de explante utilizado, meio de cultura, tipo e
concentracado do regulador vegetal, dentre outros (SOUZA; PEREIRA,
2007). Em experimentos de multiplicacao in vitro, a concentracao de
citocinina a ser utilizada esta diretamente relacionada ao gendtipo a ser
cultivado.
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Segundo Hubstenberger et al. (1992), na fase de indugcado de multiplas
brotacdes, a auséncia ou baixos niveis de auxinas combinados com
moderados ou altos niveis de citocininas, podem aumentar a producao
de brotos em cactos. Mas Resende (2010) afirma que uma das
estratégias que possibilitam aumentar a producao de brotos nessas
condicdes de cultivo é a fragmentacao e orientacdo do explante no
meio de cultura, o que pode reduzir a quantidade de plantas utilizadas
como doadora de explantes.

Para a espécie M. oreas, além da fragmentacao longitudinal que
originaram dois explantes, realizou-se também o seccionamento
transversal para a obtencado de explantes apicais, medianos e basais.
Porém, nao foi possivel a conducao deste experimento por causa da
alta taxa de contaminacdo, que acarretou na perda total das plantas. O
seccnionamento transversal talvez fosse o mais indicado para a inducao
de multiplos brotos em M. oreas, pois a utilizacao de fragmentos
segmentados longitudinalmente contendo parte do dpice meristematico,
pode ter prejudicado a producao de brotos, em decorréncia da presenca
de auxina nessa regiao, que inibe o desenvolvimento das gemas axilares
(JUAREZ; PASSERA, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Quando Resende (2010) avaliou o nimero de brotos nas espécies

M. glaucescens e M. paucispinus em meio MS/2 suplementado com
15 g L' de sacarose, sem adicdo de qualquer regulador vegetal,
também se observou que nao ocorreu multiplicacdo, uma vez que os
valores médios variaram entre 1 e 1,4; o que corresponde apenas a
regeneracao do explante inoculado. Mas, quando os mesmos tipos de
explantes foram cultivados com a utilizacao de citocininas, foi possivel
observar o surgimento de brotacdes apds o intumescimento da auréola
a partir da quarta semana de inoculacao.

Contudo, os resultados obtidos foram diferentes da espécie M. oreas,
pois, Resende (2010) observou maior nimero de brotacdes na presenca
de BAP, quando comparado com a KIN. Giusti et al. (2002) também
observaram que a KIN foi mais eficiente para a espécie P. aselliformis
quando comparada ao BAP.

A citocinina BAP tem sido considerada como a mais efetiva em estudos
de inducao de multiplas brotacdes in vitro. Porém, para algumas
espécies, concentracoes acima de 1,0 mg L' tém sido consideradas
téxicas por promover a formacao de calos e brotos com alteracdes
morfoldgicas, além de variacdo somaclonal (GRATTAPAGLIA;
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MACHADO, 1998). Nesse caso, outras opcoes de citocininas em
diversas concentracdes devem ser testadas, de modo que se atinja o
objetivo principal da multiplicacdo massal. Para a espécie em estudo,
ainda nao se pode afirmar que houve toxidez naqueles explantes
cultivados com BAP, pois a amplitude de concentracdes testadas foi
baixa e nao foi possivel observar calos e/ou brotos com alteragdes
morfoldgicas. Pasqual e Hoshika (1992) observaram baixo nimero de
brotacdes quando o meio de cultivo foi suplementado com 4 mg L
de BAP. Porém, Retes-Pruneda et al. (2007) obtiveram boas respostas
para a inducao de multiplos brotos com valores que variaram entre
3,4 e 11,8 com o emprego de diferentes concentragdes de BAP e
2-isopenteniladenina (2-iP)

A selecao do regulador vegetal ideal em estudos de micropropagacao
para qualquer espécie deve priorizar nao sé a quantidade de brotacdes
a ser obtida na etapa de multiplicacao, mas também a qualidade e

a manutencao da fidelidade genética dos novos brotos produzidos,
principalmente no caso de espécies ameacadas de extincdo. Quiala et
al. (2009) salientam que a manutencao da estabilidade genética em
espécies passiveis de extincdo é essencial para o estabelecimento de
programas de conservacao.

Para a varidvel niumero de brotos com raiz, aos 30 e 60 dias, os
maiores valores também foram obtidos na presenca de KIN na menor
concentracao testada, porém, estes nao diferiram do controle.

Na avaliacao realizada aos 90 dias, os valores nao diferiram entre

os tratamentos. Moderados ou altos niveis de citocininas, estao
relacionados a producdo de brotos e ndo inducao de raizes. Quando
o objetivo é o enraizamento in vitro, o meio de cultura deve ser
suplementado com auxinas, que tém o efeito direto de induzir a
formacao de raizes adventicias nessas condicdes de cultivo (SOUZA;
PEREIRA, 2007). Vérios autores confirmam o papel fundamental das
auxinas no processo de rizogénese in vitro (ASSIS; TEIXEIRA, 1998;
BLAZICH, 1988; DAVIS; SANKHLA, 1988; FORD, 2001; GASPAR;
HOFINGER, 1988; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; MCCOWN,
1988; ONO; RODRIGUES, 1996; PASQUAL, 2001).

Resultados obtidos para algumas espécies do género tém mostrado
que pode ocorrer a formacao de raizes adventicias em brotos na etapa
de multiplicacao in vitro, o que pode ser uma vantagem no sentido

de diminuir o tempo de obtencdo das mudas e possibilitar a reducéao
de custos. Quando os explantes possuem niveis de auxina endégena
adequados e nao degradados durante o cultivo in vitro, o enraizamento
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pode ocorrer ja na etapa de multiplicacdo, como observado para V.
oreas. Vale ressaltar, para essa espécie que, a segmentacao dos
explantes com a manutencao de parte do dpice meristematico, pode ter
inibido a inducao de multiplos brotos mesmo na presenca de citocinina,
mas favorecendo o enraizamento, por causa da presenca de auxina
nessa regido (JUAREZ; PASSERA, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2004).

A suplementacao de auxinas ao meio de enraizamento é usual,
entretanto, ha espécies que enraizam com facilidade e ndo necessitam
da presenca destes reguladores, o que pode ser explicado pelo elevado
niveis endégenos desses fitohorménios (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998; PINTO; LAMEIRA, 2001).

Na Figura 1, podem ser observadas sementes inoculadas de M. oreas
no inicio do processo de germinacao in vitro, explantes em processo de
regeneracao durante a etapa de multiplicacédo e detalhes das brotacoes
com raizes.

Fotos: Ana Valéria V. de Souza

T Sy

Figura 1. a) Germinacéo in vitro de sementes de M. oreas; b) multiplicacdo in vitro de M.
oreas. c) detalhes das raizes nas brotacdes durante a etapa de multiplicacdo in vitro.

As espécies M. glaucescens e M. paucispinus também apresentaram
raizes na etapa de multiplicacdo. Resende (2010) obteve bons
resultados para esta variavel, quando os explantes de M. glaucescens
(>50%) e M. paucispinus (>70%) foram cultivados em meio MS/2
suplementado com 15 g L' de sacarose, sem adicdo de qualquer
regulador vegetal. Esses resultados sao interessantes e corroboram
com aqueles obtidos para M. oreas. Essas espécies devem possuir
niveis satisfatérios de auxina enddégena, que possibilitem a inducao de
raizes adventicias mesmo na auséncia de auxinas sintéticas. Contudo,
andlises bioquimicas devem ser realizadas a fim de confirmar tal
afirmacao.
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Quiala et al. (2009) obtiveram 100% de enraizamento em brotos de
Pilosocereus robinii em meio MS livre de qualquer regulador vegetal,
assim como Davila-Figueroa et al. (2005), que conseguiram resultados
de enraizamento das espécies de cactaceas Turbinicarpus laui, T.
lophophoroides, T. pseudopectinatus, T. schmiedickeanus subsp.
flaviflorus, T. schmiedickeanus subsp. klinkerianus, T. schmiedickeanus
subsp. schmiedickeanus, T. subterraneus, e T. valdezianus que
variaram entre 54,2% a 94,2%, em meio de cultura MS na metade

da concentracao salina sem auxina. Mas o enraizamento de P.
aselliformis (89%) e P. strobiliformis (87 %) ocorreu em meio de cultura
suplementado com carvao ativado e auxinas (PEREZ-MOLPHE-BALCH,;
DAVILA-FIGUEROA, 2002).

Quando existe a necessidade da suplementacao do meio de cultura
com auxinas sintéticas para acontecer a formacao de raizes adventicias
em determinadas espécies, a auxina endégena age como um ativador
de gene alavancando a formacao precoce do primérdio radicular

e a aplicacao de auxinas sintéticas favorece a conjugacao entre o
AlA endbégeno e aminoacidos que promovem a sintese de proteinas
especificas necessérias para a formacao dessas raizes iniciais
(ALOUFA, 2003; ASSIS; TEIXEIRA, 1998; GASPAR; HOFINGER,
1988; ONO; RODRIGUES, 1996). Em geral, apés aplicacao da
auxina sintética, ocorre um aumento imediato no nivel endégeno de
auxina natural e consequentemente ha o inicio da formacao de raizes
primordiais (GASPAR; HOFINGER, 1988).

Mas, além das auxinas sintéticas, o uso do carvao ativado em meio

de cultura também tem sido realizado para promover o enraizamento
adventicio, por causa de seus efeitos benéficos de adsorcao de
substancias prejudiciais ao enraizamento, como os compostos fendlicos
ou a simulacao de uma condicao de escuro, que é a situagao mais
favoravel ao desenvolvimento de raizes adventicias (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; SOUZA; PEREIRA, 2007). De acordo com McCown
(1988), o efeito do carvao no desenvolvimento da planta in vitro
depende da composicao quimica do meio e do gendtipo da planta.

Em relacdo ao meio de cultura, tem-se observado, de acordo com
muitos trabalhos, que o uso de meios menos concentrados tem
permitido melhores resultados quando o objetivo é o enraizamento in
vitro (ALOUFA, 2003; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; LIMA,
2004; MCCOWN, 1988; PINTO; LAMEIRA, 2001; PASQUAL, 2001;
SOUZA et al., 2004). A alta concentracdo de sais que compdem o
meio basico MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), mesmo em presenca
de auxinas, pode inibir o enraizamento in vitro (MCCOWN, 1988).
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Diluicdes deste, para 1/2, 1/3 e até 1/4 de sais, tém possibilitado
melhores resultados para muitas espécies de plantas. Meios basicos
menos concentrados como WP, White, Knop, Heller podem ser
igualmente favoraveis (ALOUFA, 2003; GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998; PINTO; LAMEIRA, 2001; PASQUAL, 2001). A utilizacéo da
concentracdo mais diluida do meio MS para o cultivo in vitro de V.
oreas, também pode ter favorecido a inducao das raizes ja na etapa de
multiplicacao.

As melhores respostas para a varidvel matéria fresca das brotacoes
foram obtidas na presenca de 0,5 mg L' de KIN (Tabela 2) e, ainda nas
condicdes in vitro, ja foi possivel observar o melhor desenvolvimento
das brotacdes na presenca desta citocinina. Os explantes eram bem
maiores quando comparados ao tratamento controle ou na presenca de
BAP.

Como nédo houve inducao de mdltiplas brotacdes a partir de um

unico explante, pode nao ter ocorrido competicao entre os mesmos

e, com isso, houve maior disponibilizacdo dos nutrientes do meio de
cultura beneficiado pela presenca de KIN. Resultados semelhantes
foram encontrados por Quiala et al. (2009), quando observaram que

o crescimento de brotos de P. robinii foi reduzido com o aumento da
concentracao de BAP no meio de cultura. Taiz e Zeiger (2004) afirmam
que a aplicacao de citocininas em doses elevadas pode inibir o processo
de alongamento de caules e tecidos.

A diversidade na resposta morfogenética in vitro, tanto entre espécies
quanto entre gendtipos da mesma espécie, mostra a necessidade de
otimizacao de protocolos diferenciados e especificos (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; JOHNSON; EMINO, 1979a, 1979b).

Apds a finalizacdao do processo in vitro, as plantas obtidas foram
levadas ao ambiente ex vitro para a etapa de aclimatizacao e,

nessa fase, foi possivel observar 100% de sobrevivéncia destas,

em condicOes de substrato em casa de vegetacao e viveiro. A
aclimatizacao é um periodo necessario para adaptacao de plantas
produzidas in vitro, que permitird sua sobrevivéncia nas condicdes
de cultivo em campo. Porém, pode ser a etapa mais critica em um
protocolo de micropropagacao e comprometer completamente a
producao das mudas micropropagadas de algumas espécies, uma vez
que as plantas sdao expostas a mudancas drasticas no que se refere
as condicoes ambientais, passando de uma condicao heterotréfica
para autotréfica. Nesse caso, a perda de dgua é o principal problema
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(GRATTAPAGLIA; MACHADO 1998; PASQUAL, 2001). Contudo, para
a espécie em estudo, observou-se que a mudanca do metabolismo
heterotréfico para o autotréfico, nao foi um fator limitante para a
aclimatizacao das plantas.

Este resultado é interessante porque mostra que os brotos enraizados
nao necessitam passar por uma etapa intermediaria de rustificacao
ainda em condicOes de laboratério antes da transferéncia para

o substrato em casa de vegetacao. Alguns autores afirmam que
procedimentos de retirada das tampas dos recipientes de cultivo

ainda em sala de crescimento é uma forma benéfica para pré-adaptar
as plantas as condi¢c6es de ambiente externo (GRATTAPAGLIA;
MACHADO 1998; PASQUAL, 2001; SANTANA, 2003). Nesse caso,
pode ocorrer inducao de modificag6es anatomo-fisiolégicas nas plantas,
que podem favorecer a sobrevivéncia durante a transferéncia do cultivo
in vitro para as condicdes ex vitro (SANTANA, 2003).

Rout et al. (2006) nao comentam sobre esta necessidade de
rustificacao ainda em condicdes de laboratério. Os autores

ressaltam, apenas, a necessidade da aclimatizacdo gradual de plantas
micropropagadas do ambiente de alta umidade para o de baixa
umidade, o que capacita as plantas a sobreviverem sob condicdes
climaticas adversas, como foi realizado para o M. oreas quando os
brotos ja em tubetes, foram cobertos com pldstico transparente em
casa de vegetacdo para manutencao da umidade nos dias iniciais apds
a transferéncia.

Na Figura 2 pode-se observar a aclimatizacao das brotacdes de M.
oreas produzidas in vitro, desde o momento da transferéncia para os
tubetes contendo o substrato, até a finalizacdo do processo com a
transferéncia das plantas para condi¢cdes de sol pleno.

Figura 2. a) BrotacGes de M. oreas logo apds transferéncia para substrato; b) detalhe da
planta logo apds transferéncia para o viveiro; c) detalhe da planta em condicdes de sol
pleno.
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De acordo com Rout et al. (20086), plantas cultivadas in vitro sédo
expostas a condicOes controladas no que se refere a nutricao,
luminosidade, fontes de carbono, trocas gasosas, presenca de
determinadas substancias como os reguladores vegetais, dentre outras,
que promovem o crescimento rapido e a multiplicacao. No entanto,
essas condicdes podem induzir a ocorréncia de mudancas morfoldgicas
e fisiolégicas, que podem dificultar, sobremaneira, a sobrevivéncia
quando as plantas sao transferidas diretamente para o campo (ROUT et
al., 2006).

Os resultados variam significativamente entre espécies e, em alguns
casos, nao existe dificuldade para a finalizacdao do processo quando

as plantas sao transferidas diretamente das condicdes in vitro para o
campo. Resende (2010) obteve mais de 90% de sobrevivéncia das
plantas micropropagadas de M. glaucescens quando retirou os brotos
enraizados das condicoOes in vitro e transferiu diretamente para o campo
com 100% de luminosidade.

Resultados semelhantes também foram obtidos por Juarez e Passera
(2002), para a espécie O. ellisioana. Malda et al. (1999) observaram
que a perda de dgua ap6s 20 dias de aclimatizacao nao afetou a
sobrevivéncia dos cactos Coryphanta minina e O. denegrii. Apbs esse
periodo, as plantas menos vigorosas iniciaram um processo satisfatério
de recuperacao.

Este processo também foi observado na espécie em estudo, apés a
transferéncia das plantas para os frascos de polietileno transparentes
contendo solo da Caatinga como substrato. Durante um periodo

de duas semanas, aproximadamente, as plantas apresentaram-se
ressecadas, com sintomas de perda de dgua. Contudo, recuperaram-se
espontaneamente.

As espécies de Melocactus possuem caracteristicas especiais como
ceras, espinhos, parénquima aquifero, sistema radicular fasciculado,
além do metabolismo acido das crassulaceas (CAM), que permite
sua sobrevivéncia em ambientes aridos e com baixa disponibilidade
de 4gua (ARRUDA et al., 2005; KHALAFALLA et al., 2007;
SRISKANDARAJAH; SEREK, 2004). Essas caracteristicas podem
favorecer a eliminacao da etapa de rustificacdo em protocolos de
micropropagacao, o que pode ser uma vantagem consideravel na
reducao do tempo para obtencao das mudas e dos custos.
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Nesse caso, permanece a necessidade da realizacdo de outros
experimentos de aclimatizacdo de M. oreas para a efetiva otimizacao
do protocolo de micropropagacao, uma vez que o tempo para a
transferéncia das mudas para condicoes plena de luminosidade foi
consideravelmente longo, sendo necesséario outros experimentos,

para diminuir o tempo de obtencdo das mudas. A técnica da
micropropagacao é vantajosa, pois o tempo completo para a obtencao
das mudas produzidas in vitro é consideravelmente menor, quando
comparado as condicOes naturais de reproducao e propagacao.

O sucesso obtido na etapa de aclimatizacdo de espécies de cactaceas,
com mais de 90% de sobrevivéncia das plantas, pode ser conferido
em varios trabalhos para as espécies Turbinicarpus laui (94-100%)
(MATA-ROSAS et al., 2001), Ariocarpus kotschoubeyanus (95-100%)
(MOEBIUS-GOLDAMMIER et al., 2003), Escobaria minima (92 %),
Mammillaria pectinifera (76,3%), Melocactus curvispinus (75 %),
Pelecyphora aselliformis (81,3%) (Retes-Pruneda et al., 2007) e
Pilosocereus robinii (91,6%) (QUIALA et al., 2009).

Quiala et al. (2009) afirmam que existe uma recomendacao para

se utilizar o substrato mais adequado para o plantio de espécies de
cactaceas, que é composto por uma mistura de areia grossa lavada,
humus, carvao vegetal e matéria organica, de acordo com o Jardim
Botanico Nacional de Cuba. Contudo, estes mesmos autores ressaltam
gue substratos simples sédo vidveis para o cultivo de espécies de cactos.

Conclusoes

A producao de mudas de M. oreas pode ser realizada com éxito por
meio da técnica de micropropagacao, uma vez que foi possivel produzir
plantas em condicdes in vitro, perfeitamente adaptadas as condicdes de
cultivo em ambiente ex vitro. Contudo, mesmo que o protocolo utilizado
para a conducao deste trabalho tenha sido adequado para a producao de
mudas, o mesmo precisa ser melhor otimizado no sentido de provocar a
inducdo de multiplas brotacdes nos explantes, mas principalmente a fim
de reduzir o tempo total para a obtencao das mudas.

Experimentos futuros deverao ser realizados quando devera se buscar
metodologias eficientes para propiciar maior germinacao das sementes em
menor tempo e diminuir o periodo da aclimatizacao das plantas produzidas
in vitro. Porém, vale ressaltar que, mesmo o tempo de germinacao e
aclimatizacao tenham sido relativamente longo, o protocolo foi eficiente
porque eliminou a etapa de enraizamento das brotacdes, o que é um
beneficio em protocolos de micropropagacao de espécies nativas.
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