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SANTOS, J. E. L. Efeito de agentes geleificantes e meio simplificado na germinacgao
in vitro de cactaceas. Areia, PB: UFPB, 2018 38f. (Monografia apresentada ao
Centro de Ciéncias Agrarias).

RESUMO

As cactaceas apresentam importancia para o desenvolvimento ecoldgico, social e
econémico principalmente no que diz respeito ao bioma Caatinga, entretanto, como
consequéncia do extrativismo intensivo, algumas espécies estdo em risco de extincao.
Com isto, sdo necessarios estudos que melhorem, viabilizem e acelerem a multiplica¢éo
dessas espécies. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do meio simplificado e
0 tipo do agente geleificante na germinacdo in vitro de espécies de cactaceas. Foram
utilizados frutos de duas espécies de cactaceas, Cereus jamaracu e Pilosocereus
pachycladus, coletados no Instituto Nacional do Semiarido. As sementes destes foram
desinfestadas e inoculadas in vitro na Universidade Federal da Paraiba, sendo utilizados
quatro tratamentos: 1 — %2 CK+AG; 2 — %2 CK+AM; 3 - CK+AG; 4 — CK+AM. Os
cultivos foram mantidos em sala de crescimento por 30 dias em temperatura de 25 + 2°C
e fotoperiodo de 16 horas. Foi avaliado o percentual de contaminag&o e germinacéo, com
100 repeti¢Bes por tratamento em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x2 (2 meios de cultivo e 2 agentes geleificantes), foi realizado a anélise
biométrica aos 60 dias, do comprimento da parte aérea e comprimento da maior raiz,
sendo utilizadas 15 repeti¢cdes por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Observou-se que 0s
meios simplificados CK+AG (tratamentos 1 e 3) se mostraram mais eficientes na
germinacdo das duas espécies avaliadas. No desenvolvimento de plantulas de
Pilosocereus pachycladus o tratamento com o0 meio de cultura CK+AM proporcionaram
maior altura da parte aérea, ja o tratamento com CK+AG, resultou em maiores medias
para a variavel comprimento da maior raiz. Para a espécie Cereus jamacaru, 0 Unico
tratamento significativo foi o CK+AG, este apresentou médias de 0,51 e 0,61 para as
caracteristicas altura da parte aérea e comprimento da maior raiz, todavia, ndo pode-se
realizar nenhuma comparacdo com os demais tratamentos devido a ocorréncia de
contaminacdes. Diante os resultados obtidos sugerem-se a utilizacdo do amido de milho
em meios de cultura como uma excelente alternativa na germinagéo in vitro das espécies
estudadas, proporcionando reducdo nos custos e um percentual de germinacgéo

satisfatorio.

Palavras- chave: Cactaceas, Cultivo in vitro , Amido de milho.



SANTOS, J. E. L. Effect of gelling agents and simplified medium on the in vitro
germination of cacti. Areia, PB: UFPB, 2018 38f. (Monograph presented to the
Agricultural Sciences Center).

ABSTRACT

Cactaceae are important for ecological, social and economic development, especially in
relation to the Caatinga biome. However, as a consequence of intensive extractivism,
some species are in danger of extinction. With this, studies are needed that improve, make
feasible and accelerate the multiplication of these species. The objective of the present
study was to evaluate the effect of the simplified medium and the type of the gelling agent
on the in vitro germination of cactus species. Fruits of two species of cacti, Cereus
jamaracu and Pilosocereus pachycladus, collected at the National Institute of the Semiarid
were used. The seeds were disinfested and inoculated in vitro at the Federal University of
Paraiba, using four treatments: 1 - %2 CK + AG; 2 - %2 CK + AM; 3-CK + AG; 4 - CK +
AM. The cultures were kept in the growth room for 30 days at a temperature of 25 + 2 °
C and photoperiod of 16 hours. The percentage of contamination and germination was
evaluated, with 100 replicates per treatment in a completely randomized design in a 2x2
factorial scheme (2 culture media and 2 gelling agents). Biometric analysis was performed
at 60 days, shoot length and length with 15 replicates per treatment. Data were submitted
to analysis of variance and compared by Tukey test at 5% probability. It was observed
that the simplified CK + AG media (treatments 1 and 3) were more efficient in the
germination of the two species evaluated. In the development of Pilosocereus
pachycladus seedlings the treatment with the CK + AM culture medium provided higher
shoot height, and the treatment with CK + AG resulted in higher averages for the length
variable of the larger root. For the species Cereus jamacaru, the only significant treatment
was CK + AG, which presented averages of 0.51 and 0.61 for the characteristics of shoot
height and length of the largest root, however, no comparison can be made with the other
treatments due to the occurrence of contaminations. Considering the results obtained, the
use of corn starch in culture media is an excellent alternative in the in vitro germination
of the studied species, providing a reduction in costs and a satisfactory percentage of

germination.

Key words: cactus, in vitro culture, corn starch.
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1. INTRODUCAO

A familia Cactaceae é constituida por aproximadamente 124 géneros e 1.427
especies (HUNT, 2006), apresenta distribuicdo Neotropical, sendo encontrada em uma
ampla variedade de héabitats. No Brasil estdo descritas cerca de 35 géneros e 237 espécies
(ORTEGA-BAES & GODINEZ-ALVAREZ, 2006), das quais 181 sdo endémicas
(CAVALCANTE, 2013).

No pais, as cacticeas apresentam importancia para a sustentabilidade do bioma
Caatinga, constituindo-se como fonte alternativa para a alimentacdo animal,
especialmente nas épocas de seca prolongada, além de possuirem caracteristicas de
interesse ornamental e medicinal (NOBEL, 2002; CAVALCANTI & RESENDE, 2007,
XAVIER, 2010). Contudo, em consequéncia do extrativismo intensivo, do pisoteio
animal e da ndo prioridade nas politicas governamentais de desenvolvimento para

pesquisas e extensdo, algumas espécies estdo em risco de extingao.

Dentro desse contexto, surge a necessidade de estudos que visem a propagacao
dessas espécies, especialmente as que ocorrem no Semiarido Brasileiro (ROJAS-
ARECHIGA & VAZQUEZ-YANES, 2000). Sendo imprescindivel projetos que
melhorem, viabilizem e acelerem a multiplicacdo das mesmas, proporcionando a
manutencdo da variabilidade genética destas e aumentando a disponibilidade de mudas

tanto para os agricultores, quanto para acdes conservacionistas.

As Cactaceas desenvolveram aptidfes para continuar em ambientes aridos, que
possuem como principal fator limitante a 4gua. Algumas destas plantas pertencem ao
género Cereus, representado principalmente por Cereus jamacaru, conhecido
popularmente como mandacaru, sendo ele um cacto colunar que pode ou ndo apresentar
espinhos (CORREIA et al., 2010; 2012).

O mandacaru (C. jamacaru) possui ampla importancia para a sustentabilidade e
conservacao da biodiversidade. Seus caules servem de habitat reprodutivo para algumas
especies e como fonte alternativa para alimentacdo animal, seus frutos servem de alimento
e suas flores sdo fonte de polén e néctar (LEAL SALES et al., 2014). Destaca-se ainda
pelo seu potencial ornamental, forrageiro, medicinal e industrial (LUCENA et al., 2012).
Entretanto, o desmatamento, o desenvolvimento agricola e o pisoteio animal vem

causando a fragmentacdo do habitat natural dessa espécie, além disso, existe a coleta
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extrativista e ilegal de grandes quantidades de sementes e plantas para o abastecimento
do mercado ornamental (ZAPPI et al., 2011).

O facheiro (Pilosocereus pachycladus) € uma espécie de grande ocorréncia no
Semiarido Nordestino (BRAGA, 1976). E uma planta perene, arbustiva, robusta, de
tronco ereto com galhos laterais, porém pouco ramificada, de coloracéo verde escura, que
apresentam espinhos agudos e flores grandes, alvas e isoladas (BRAGA, 1976). Seus
frutos sdo consumidos por passaros e suas sementes sao dispersas pela avifauna. Embora
distribuidas em pequenas areas, fator que dificulta sua preservacdo, a espécie constitui
um importante elemento da paisagem, apresentando caules suculentos, afilos, cobertos
por espinhos de diversas formas, tamanhos e dimensfes (SOUZA & LORENZI, 2005).

Atualmente a propagacéo das espécies de cactaceas pode ser realizada por sementes
ou vegetativamente via estacas ou brotos. A propagacdo por sementes mantém a
diversidade genética das populacdes, e aliada as técnicas do cultivo in vitro apresenta
grandes vantagens como rapido desenvolvimento, elevado nimero de plantas em uma

area reduzida e independentemente da época do ano.

O cultivo in vitro é considerado uma alternativa importante na propagacdo de
cactaceas cujo método segue um protocolo para a producdo em tempo reduzido e grande
escala, principalmente com o intuito de resgatar espécies ameacadas de extingdo
(PEDROSO DE MORAES et al., 2009). Cordeiro et al. (2011) ressaltam que o cultivo in
vitro é considerado uma boa alternativa para conservagdo dessas espécies.

Uma das desvantagens da propagacao in vitro € o elevado custo dos reagentes puro
para analise (PA) utilizados na preparacdo do meio de cultura, porém estes reagentes
podem ser adquiridos comercialmente por um pre¢o mais acessivel e apresentando a

mesma concentracdo, mudando apenas a pureza do produto (PRAKASH et al., 2004).

A substituicdo dos sais PA por adubos comerciais tem sido testado em diversas
culturas. Estudos tém sido realizados por Soares et al. (2012); Pinheiro et al. (2012),
Pereira (2014), Sasamori et al. (2015) demonstrando que através da simplificacdo dos
meios de cultura, utilizando, principalmente, fertilizantes como base foi possivel,

diminuir os custos, garantindo resultados satisfatorios para a produgdo de mudas.

O meio de cultura mais utilizado no cultivo in vitro & o meio MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962), porém, o meio de cultura simplificado, composto pelos fertilizantes

Calcinit e Kristalon, em substituicdo aos macro e micronutrientes, € uma das alternativas
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que vem dando certo no cultivo in vitro de cactaceas. (GUIMARAES et al., 2016;
MARTINEZ et al., 2016).

Alguns meios de cultura precisam ser consistente, para tanto, é necessario a
utilizacdo de um agente geleificante, os mais utilizados s&o o agar e o phytagel. O &gar é
um produto extraido de algas (Rhodophyta) pertencente aos géneros Acanthopeltis,
Gelidiella, Gelidium, Gracilaria e Pterocladia. E considerado um elemento que onera 0s
custos de producédo, alem de restringir o crescimento de algumas espécies de plantas
(SCHAFFER et al., 2004).

Para reverter o elevado custo, é indispensavel estudos que possam substituir este
agente geleificante ou a retirada do mesmo do meio de cultura. Um dos agentes
geleificantes mais utilizados para substituicdo do agar é o amido de milho. Este vem sendo
utilizado proporcionando resultados satisfatorios na germinacdo, pois além de reduzir os
custos, apresenta consisténcia e turbidez, favorecendo o enraizamento in vitro (SOUZA
et al 2012).

2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
e Auvaliar o efeito do meio simplificado e do agente geleificante alternativo, amido

de milho, na germinacdo in vitro de duas espécies de cactaceas Cereus jamaracu

e Pilosocereus pachycladus

2.2 Objetivos especificos
e Avaliar a germinacdo in vitro das espécies Cereus jamaracu e Pilosocereus

pachycladus, em meios alternativos;

e Quantificar os diferentes parametros de crescimento e desenvolvimento in vitro
de cada espécie;

e Definir o tempo de germinacgéo de cada espécie;

e Auvaliar a eficiéncia do agente geleificante alternativo em comparagdo com o
padréo;

e Auvaliar a viabilidade econémica da germinagdo in vitro para a producdo de

mudas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cactaceas

A familia Cactaceae, constitui-se como uma das principais representantes da
vegetacdo de Caatinga, com cerca de 1300 espécies é a segunda em ordem de tamanho
entre as plantas vasculares endémicas das Ameéricas (HUNT et al., 2006). No Brasil foram
registrados 37 dos 120 géneros com 227 espécies catalogadas, onde, destas, 176 sao
endémicas, sendo considerado como o terceiro centro de diversidade das cactaceas, logo
apos do México e dos Estados Unidos. No pais, as regides com maior representatividade
em termos de biodiversidade, sdo Bahia, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (ZAPPI et
al., 2011).

Acredita-se que atualmente o ambiente de Caatinga é extremamente fracionado e
perturbado em razdo da exploracdo do territério, provocado pela influéncia antropica,
para construcdo de cidades, por meio de atividades agropecuarias para a producao de
alimento e criacdo de gado, por exemplo. A comunidade vegetal das cactaceas é a que
mais supera tais adversidades ambientais naturais e impostas, em razdo da sua grande
adaptabilidade e resisténcia (ZAPPI et al., 2011).

Dentre as adaptaces fisiologicas mais relevantes que as cactaceas possuem, tém-
se a presenca de espinhos, estbmatos reduzidos e em menor quantidade a captacdo de
carbono desempenhada pelo mecanismo do metabolismo acido das crassulaceas ou das
plantas CAM (GARCIA & GONZALEZ, 2010). Uma das fungdes deste mecanismo onde
as plantas fecham seus estdmatos durante o dia e os abrem durante a noite, é evitar a perda
de agua, pelo processo de fotossintese, reduzindo o seu uso. As cactaceas atendem aos
requisitos metabdlicos e mantém o armazenamento de dgua em seus tecidos, mesmo
estando em um ambiente onde a disponibilidade de agua no solo é baixa e as exigéncias
ambientais sdo intolerantes, o que as possibilita a competéncia de habitarem ambientes
guentes e secos (BARRETO & BARBOSA, 2001).

De acordo com, Gibson e Nobel (1986), outras adaptacdes da familia utilizadas
como estratégias de sobrevivéncia em ambientes de clima semiérido, solos rochosos e
rasos, em virtude da auséncia de agua e que possibilitam uma maior capacidade em
armazenamento e eficiéncia no uso desta, € a morfologia da raiz, caracterizada como
extensa e superficial e caules fotossintéticos chamados de cladodios, com capacidade de
estocar grande quantidade de agua em seus tecidos.
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As cactaceas além de serem adaptadas para sobreviverem em ambientes quentes
e secos, sdo também excelentes bioindicadores do clima semiérido e, consequentemente,
do ambiente em que o mesmo prevalece e atua. Os bioindicadores sdo organismos
bioldgicos ou grupos de organismos, que podem ser utilizados para fazer inferéncias a
respeito da dinamica do ecossistema e consequentemente do habitat no qual se encontram,
atendendo também aos requisitos que o ambiente obriga LANDRES et al., (1988).

Por meio do seu conjunto de estratégias de sobrevivéncia e adaptacoes
fisioldgicas, as cactaceas apresentam grande potencial para estudos sobre a Caatinga, se
fortalecendo como um dos cruciais e mais diversificados representantes em espécies

bioldgicas vegetais encontrados no dominio natural de tal ambiente.

3.2 Importéancia das cactaceas

Devido a sua importancia econdmica, ecologica e social em diversos ecossistemas,
em especial para o bioma Caatinga, 0s cactos sdo plantas consideradas prioritarias para
acOes de conservagdo. O armazenamento adequado em bancos de germoplasma,
permitem manter a variabilidade genética, e a realizacdo de estudos sobre a diversidade,

morfologia e fisiologia da espécie.

A implementacdo de bancos de germoplasma sejam eles bancos de sementes ou
bancos in vitro, constitui-se como uma das principais dificuldades enfrentadas, tanto para
a conservacdo das sementes, quanto para a propagacao em meio de cultivo. Estudos
acerca da germinacao e o estabelecimento das plantulas das cactaceas, sdo extremamente
importantes para o conhecimento sobre a biologia reprodutiva, propagagéo e conservacao
dessas espécies. (ROJAS-ARECHIGA & VAZQUEZ-YANES, 2000).

Neste sentido alguns trabalhos foram realizados, Barbosa et al., (2010) com o
intuito de avaliar a conservacdo dessas espécies a longo prazo, utilizou a técnica de
criopreservagao, que é capaz de interromper todo o metabolismo celular e tem sido
apontada como a maneira mais ascendente de conservagdo das cactaceas para células,
tecidos e drgdos vegetais. A partir desses explantes, poderdo ser regeneradas plantas em
qualquer época, sem risco de variagdes genéticas no material preservado.

Dentre as espécies a serem preservadas, destaca-se 0 mandacaru, uma cactacea de
grande importancia para a sustentabilidade e conservacéo da biodiversidade desse bioma.

Seus frutos servem de alimentos para passaros e animais silvestres nos periodos de seca,
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é largamente utilizada pelos agricultores para alimentacdo dos animais apés a retirada dos
espinhos (CAVALCANTI et al., 2007).

Outra espécie passivel de preservacdo é o facheiro uma cactacea xeroéfila, robusta,
pouco ramificada, (BARBOSA, 1998), com caule suculento, carnoso e verde (GUIZZO,
1994). Espécie utilizada na carpintaria, como fonte de caibros e ripas, é rica em agua,
chegando a apresentar teores de 93,6% de umidade (LIMA et al., 2005). Atualmente tem-
se utilizado seus caules na alimenta¢do humana, na producdo de doces, bolos, bolachas,
cocadas e mouses, entre outros. Na alimentacdo animal, € utilizada como forragem, sendo
uma das alternativas para o produtor alimentar os animais em épocas de longas estiagens.

Como j& mencionado a populacdo humana além da utilizagdo das cacticeas na
alimentacdo de bovinos, caprinos e ovinos, utiliza economicamente as espécies para
ornamentacdo.. Apesar de ser uma fonte alternativa de alimento animal, alguns
agricultores ndo realizam um manejo sustentavel dessas espécies vegetais, pois além do
extrativismo intenso, a queimam para a remoc¢do dos espinhos no local em que se
encontram, inviabilizando dessa forma, a recuperacdo das mesmas nas areas de vegetacao
primaria e secundaria (LUCENA et al., 2012).

Culturalmente as Cactaceas também sdo importantes, onde frequentemente
aparecem em cartazes de restaurantes, bares e outdoor, em varias regides do Nordeste do
Brasil, sendo representantes caracteristicos do folclore regional.

3.3 Cultivo in vitro

O cultivo in vitro é uma ferramenta biotecnolégica em que células, tecidos, 6rgaos
e/ou plantas inteiras sdo cultivados de forma asséptica em um meio nutritivo, sob
condicdes controladas de densidade de fluxo de fotons, fotoperiodo e temperatura
(CARVALHO et al., 2011). A micropropagacao pode ser dividida em quatro etapas
principais: introdugéo e estabelecimento da cultura in vitro, multiplicagdo, alongamento,
enraizamento e aclimatizacdo. Podendo ocorrer alteragdes de acordo com a espécie

vegetal e seu desempenho in vitro.

Dentre as vantagens da técnica do cultivo in vitro tem-se o curto intervalo de tempo
para producdo de mudas, a necessidade de pequeno espaco fisico, a obtencdo de mudas
livre de patogenos. Por constituirem uma alternativa & conservacdo e a propagacao

convencional de espécies que possuem crescimento lento e poucas brotacdes, as técnicas
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de cultivo in vitro vém sendo cada vez mais aplicadas as diferentes espécies de cactaceas
(RESENDE et al., 2009; CORREIA et al., 2011; BARBARA et al., 2015). O sucesso em
sua utilizacdo envolve diferentes fatores, tais como a composi¢do do meio de cultura, o
ambiente de cultivo e o genotipo estudado, dentre outros.

A técnica do cultivo in vitro constitui uma estratégia importante para solucionar
problemas ndo apenas no &mbito da propagacdo, mas também do melhoramento genético
classico e da biotecnologia de plantas, (ERIG e SCHUCH, 2003). Portanto, esse meio de
propagacao influéncia nas formas de prevencdo e controle de contaminacéo e oxidacao,
tornando-se relevante determinar protocolos para seu estabelecimento e desenvolvimento
in vitro. As Cactaceas apesar de se adaptarem a locais secos, com baixos indices de
chuvas, elas apresentam dificuldades para germinarem nesses ambientes, pois as
sementes precisam de um substrato adequado e com boa umidade. Muitas vezes, essas
sementes sdo dispersas em ambientes muito secos, ou em locais rochosos, onde ndo ha

nenhuma forma dessas sementes se propagarem.

A propagacdo por meio de sementes pode ser desvantajosa por diversos fatores
internos e externos (MARTINS et al., 2008), sendo eles temperatura, umidade, luz,
viabilidade da semente, forma de armazenamento, fatores genéticos, entre outros. Como
uma alternativa para a obtencdo de mudas tem-se a técnica denominada cultivo in vitro
in vitro (PAIVA et al., 2012).

3.4 Meio simplificado

Os meios de cultura utilizados no cultivo in vitro oferecem as condi¢Bes necessarias
ao crescimento e desenvolvimento das plantas (BUTCHER e INGRAN, 1976, AMO et
al., 2009). E o uso em quantidades adequadas de reguladores de crescimento nas
diferentes fases do processo, é de fundamental importancia para sua realizacdo (SOUZA
et al., 2003). Esses meios apresentam composi¢cdo complexa, com diversos nutrientes,
vitaminas e reguladores de crescimento (VENTURA et al., 2002), que elevam 0s custos
do cultivo in vitro.

Vérios meios de cultura tém sido testados e identificados pela composicdo em sais

minerais, vitaminas, reguladores e outros suplementos organicos que variam
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consideravelmente de acordo com composicao e concentracdo (Tabela 1). A escolha do

meio de cultura dependera da espécie estudada e do objetivo da cultura.

Tabela 1. Composi¢do béasica dos principais meios de cultura. Fonte: Quisen e Angelo,
2008. Areia — PB, 2018

Componente

Macronutrientes
CaCl,
CaCll; . 2 HI;,O

Ca(NO3)l, . 4 HI,0
KCI

KHI2PO4

KNO3

K2S04

MgSO, .7HI.0
NaHI2PO4.HI>0
Nal.SO4
NH4NO3
NH4HI,PO4
(Nh4)I12SO4
Micronutrientes
CoCll; . 6 HI,O
CuS0Oq4

CuSO4 .5 HIO
Fe(SO4)3

H3BO3

Kl

MnSOs . 4 H.O
HI2Mo004.HI,0
Nal2MoOs .2 HI;0
ZnS04 .7 HI0

Fe(S04) . 7 HI20
Nal,EDTA . 2 HI,O

Organicos

Acido félico

Acido indol acético
Acido nicotinico
Biotina

Glicina
Mio-inositol
Piridoxina.hcl
Tiamina.hcl

B5* H LS MS  White* WPM SH
mg L
166 - - - - -
- - 440 440 - 96 200
150 - - - 300 556 -
- - - - 65 - -
- 68 170 170 - 170 -
- 950 1900 1900 80 - 2.500,00
2.500,00 - - - - 990 -
- 185 370 370 720 370 400
250 - - - 19 - -
150 - - - 200 - -
- 720 1650 1650 - 400 -
- - - - - - 300
134 - - -

0,025 - 0,025 0,025 - - 0,1
- - - - - - 0,2
0,025 0,025 0,025 0,025 0,001 0,25 -
- - - - 2,5 - 5
3 10 6,2 6,2 1,5 6,2 1
0,75 - 0,83 0,83 0,75 - 13,2
13,2 - - 22,3 5 22,3 -
- . - - 1,25 - 0,1
0,25 0,25 0,25 0,25 - 0,25 1
2 10 8,6 8,6 3 8,6 15
27,8%* 27,8 27,8 27,8 - 27,8 20
37,2%* 37,2 37,2 37,2 - 37,2 -
- 0,5 - - - - -
- 0,1 - - - - -
1 5 - 0,5 - 5
- 0,05 - - - -
- 2 - #2,0 - -
100%*** 100 100 100 - 1000
1,0%*=* 0,5 - 0,5 - 0,5
10,0%** 0,5 0,4 0,1 - 1P 5
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Os meios de cultura mais utilizados sdo: White (1951) que foi utilizado durante anos
como meio bésico para uma grande variedade de espécies; MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) € universalmente usado, especialmente para morfogénese, cultura de
meristemas e regeneracao de plantas, e caracteriza-se pela elevada concentracdo de sais
minerais; B5 foi desenvolvido por Gamborg et al. (1968) e contém quantidades mais
baixas de sais minerais, 0 que parece ser preferido pelas células de determinadas espécies;
SH (SCHENK & HILDEBRANT, 1972) tem concentracdes idnicas finais semelhantes as
de Gamborg et al. (1968), porém com niveis mais altos de Ca*?, Mg*? e H,PO4 e é mais
comumente utilizado na cultura de leguminosas; Anderson (1978, 1980) tem sido
recomendado para lenhosas e apresenta 1/4 das concentracfes de ion de nitrato, aménia
e potassio do meio MS e o dobro de niveis de PO®; WPM - Wood Plant Medium
(LLOYD e MC COWN, 1981) ¢ amplamente utilizado para propagacao de arbustos e
arvores, em laboratdrios comerciais. Apresenta as mesmas concentraces de NO3z +e NH4*
que o meio Anderson, além de mais potassio e alto nivel de ions sulfato.

O meio de cultura JADS é o mais utilizado em cactéceas, este contém altas
concentracdes de macronutrientes e micronutrientes e quando comparado a outros meios
de cultura principalmente de ions célcio e magnésio, importantes na nutri¢cao de cactaceas
(RUBLUO et al., 1996). Adicionalmente, o meio de cultura JADS apresenta menor
concentracdo idnica total, menor concentracao total de nitrogénio e menor relacdo NH4 -
/INO3 fatores importantes no controle da oxidacdo in vitro (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1990)

Atualmente, 0 meio de cultivo mais utilizado para micropropagacao é o meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962). Entretanto, este meio tem custos elevados por utilizar
em sua formulacdo, reagentes puros para analise (PA). Estudos in vitro realizados por
Stancato, Bemelmans & Vegro (2001) e Pedroso de Moraes et al. (2009), demonstram
que a reducdo de custos é possivel através da simplificacdo dos meios de cultura atuais,
principalmente com o emprego de fertilizantes como base de meios de cultura. Esse tipo
de procedimento tem como objetivo, a producdo em larga escala.

O uso de meio simplificado no cultivo in vitro esta se tornando cada vez mais utilizado
em diferentes culturas, varios trabalhos estdo sendo realizados com o intuito de minimizar
0S custos e obter resultados satisfatorios na germinacdo. Alguns trabalhos utilizando
meios alternativos obtiveram bons resultados, utilizando meios alternativos como a fécula

de aratuta, amido de mandioca, frutas, e alguns outros fertilizantes como o Hyponex®
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(NPK 6,5-6-19) e Kristalon laranja® (NPK 6-12-36). Costa et al. (2007), estudando a
brotacdo e estabelecimento de gemas de abacaxizeiro in vitro, relataram que a
porcentagem de desenvolvimento das gemas da cultivar Rio Branco foi
significativamente superior quando estas foram cultivadas em meios suplementados com

amido, combinado ou ndo com agar.

3.5 Agentes geleificantes

O agar e o phytagel sdo os agentes geleificantes mais utilizados na cultura de tecidos
pois permitem boa consisténcia, auxiliando a sustentacdo das plantulas, por apresentar
estabilidade e ser de natureza atoxica (MCLACHLAN, 1988).

Devido aos altos custos dos agentes geleificantes, sendo o 4&gar um dos produtos mais
onerosos para a cultura de tecidos (CALDAS et al., 1998; JUNGHANS et al., 2009),
almeja-se resultados que proporcionem a reducdo de custos na técnica, com a substituicao
deste por materiais alternativos (FARIA et al., 2006). Na busca de polissacarideos
alternativos e de menor custo, alguns estudos apresentaram bons resultados com o uso de
amido de milho ou de mandioca para algumas culturas, incluindo as cactaceas,
principalmente na fase de enraizamento (FERRI &NACHTIGALL, 1996; FORTES et
al., 1994).

O amido de milho é um elemento presente na fabricacdo de alimentos, sendo a
principal matéria-prima para elaboracdo de biscoitos, cereais matinais, massas pré-
cozidas entre outros. Além disso, é um nutriente rico em vitaminas e minerais, quando
aquecido a altas temperaturas se apresenta de forma sélida, o que ressalta a sua
importancia nos meios de cultura (DIAMANTINO, 2013). Entre as vantagens deste
polissacarideo, pode-se citar a facilidade de obtencdo e o seu baixo custo quando
comparado ao agar, fatos que poderiam torna-lo um importante aliado na busca da maior
eficiéncia econdmica do processo de propagacéo de plantas em laboratério (ERIG et al.,
2004; FERRI et al., 1998; FORTES et al., 1994; PEREIRA & FORTES, 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Melhoramento de Plantas
(Departamento de Fitotecnia e Ciéncias Ambientais) e no Laboratorio de Biologia Celular
e Culturas de Tecidos Vegetais (Departamento de Ciéncias Bioldgicas), do Centro de
Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal da Paraiba — CCA/UFPB, Areia — PB.

Foram utilizados frutos de duas espécies de cactaceas, Mandacaru e Facheiro Os
frutos foram obtidos de plantas adultas, provenientes da Estacdo Experimental do
Instituto Nacional do Semiarido (INSA). A extracao das sementes dos frutos foi realizada
mediante a abertura dos frutos e a retirada da polpa friccionando-a em uma peneira
metalica sob dgua corrente até a eliminacgdo da polpa. As sementes foram secas a sombra

em temperatura ambiente. (Figura 1).

Figura 1. Sementes de mandacaru (A) e facheiro (B). Areia-PB, 2018.

As sementes foram submetidas ao processo de assepsia em camara de fluxo
laminar com alcool 70%, por um minuto, seguido da imersdo em hipoclorito de sédio a

2,5%, durante 15 minutos e, por fim trés lavagens em &gua destilada esteril (Figura 2).

Com o auxilio de pinca e bisturi as sementes foram inoculadas em meios de cultura
simplificado, ¥ CK: Calcinit® : 0,21g/L e Kristalon® - 0,185¢g/L e CK: Calcinit® -
0,42g/L e Kristalon® - 0,37¢/L (Figura 2). Calcinit é um fertilizante nitrogenado que
fornece célcio 100% soltuvel em agua, estando na forma prontamente assimilavel pelas
plantas junto ao nitrogénio nitrico, o que favorece a absor¢do de cations, o
desenvolvimento do sistema radicular e a sanidade das plantas, e Kristalon, que apresenta
em sua composicdo 6% Nitrogénio Total (N) - sendo 4,5% N-Nitrico e 1,5% N-
Amoniacal, 12% Fdésforo (P20s) 36% Potassio (K20), 1,8% Magnésio (Mg), 8% Enxofre
(S), 0,07% Ferro (Fe), 0,025% Boro (B), 0,01% Cobre (Cu), 0,04% Manganés (Mn),
0,004% Molibdénio (Mo), 0,025% Zinco (Zn) em substituicdo aos macro e

micronutrientes utilizados comumente.
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Figura 2. Etapas da assepsia e inoculagdo de Mandacaru e Facheiro. Areia - PB, 2018

O meio foi suplementado com 3% de sacarose, 0 pH ajustado para 5,7, e
geleificado com 6,5 g L™ de agar (AG) e 60 g L amido de milho (AM) e esterilizado
quimicamente com hipoclorito de calcio Ca(ClO)2 a 0,01%. Os cultivos foram mantidos

em sala de crescimento a uma temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 16h de luz.

As variaveis analisadas foram: porcentagem de germinacdo e contaminacao,

altura da parte aérea e comprimento da maior raiz.

Na germinag&o das sementes foram utilizados quatro meios de cultivo com cinco
repeti¢des por tratamento, com um total de 100 sementes por tratamento. Aos 30 dias foi
realizado a avaliacdo da % de contaminagéo e germinacdo. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, num esquema fatorial 2x2 (2 meios de cultivo e

2 agentes geleificantes). Os tratamentos foram:
1 —% CK (Calcinit e Kristalon ) + AG (Agar)
2 — Y% CK+AM (Amido de milho);
3 - CK+AG;

4 — CK+AM.

Para a analise biométrica realizada aos 60 dias ap6s o subcultivo, foi avaliado a
altura da parte aérea e 0 comprimento da maior raiz, pra tanto utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado com 15 repeticdes por tratamento.
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Os dados foram submetidos a anélise de variancia e comparados pelo Teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de assepsia utilizado nas sementes de mandacaru e facheiro mostrou-se
pouco eficiente, pois o percentual de contaminacéo foi acima de 71% (Figura 3). Para o
mandacaru, 0s percentuais de contaminacao foram de 71% no tratamento CK+AG , 100%
no tratamento 2CK+AG e 96% nos tratamentos CK+AM e ¥2.CK+AM . Para o facheiro,
0s percentuais de contaminacdo foram de 71% no tratamento CK+AG e CK+AM, 96%
no tratamento “2CK+AG e 84% no tratamento CK+AM. As contaminac6es foram todas

de ocorréncia fungica (Figura 4).

A B ECK m1/2CK
aA
100% aA A 100% aA
aA
. 80% bA 80% aA ah
ES
[=]
w 60% 60%
&
=
E ao% 40%
b}
c
8
20% 20%
0% 0%
AG AM AG AM
Agente geleificante Agente geleificante

Figura 3. Percentual de contaminacdo em diferentes meios de cultura, ap6s 60 dias de cultivo in
vitro. (A) Mandacaru; (B) Facheiro. Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas para meio
de cultura e maitsculas para agente geleificante diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(5%). Areia — PB, 2018

Martinez et al. (2016) obtiveram resultados satisfatorios utilizando hipoclorito de
sodio na concentragdo de 2,5%, a mesma concentracdo utilizada no presente estudo. Isto
mostra que a forma de armazenamento, a forma de manipulacdo das sementes e a origem
das sementes podem interferir na inoculacdo fazendo com que haja eliminacdo de

sementes por conta de contaminacao.
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Figura 4. Cultivo de Mandacaru e Facheiro apresentando contaminacdo flngica. Areia — PB,
2018.

A germinacdo do mandacaru iniciou nos primeiros sete dias apo6s a inoculagdo
para todos os tratamentos, o fim da mesma se deu por volta de 30 dias ap6s inoculacéo.
Correia et al. (2011) também observou 0 mesmo tempo para o inicio e fim da germinacgéo
do mandacaru.

O tratamento que apresentou maior percentual de germinacéo foi o CK+AG com
100% de germinagdo, em seguida o tratamento “2CK+AM e %2CK+AG, onde ambos
apresentaram percentual de germinagdo 70%, ja o tratamento CK+AM apresentou 83%
de germinacéo (Figura 5). Houve interacdo significativa entre o meio de cultura utilizado
e agente geleificante testado, sendo o melhor tratamento CK+AG em ambas espécies.
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Figura 5. Percentual de germinacdo em diferentes meios de cultura, apés 60 dias de cultivo
in vitro. (A) Mandacaru (B) Facheiro. Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas para meio
de cultura e mailsculas para agente geleificante diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (5%), Areia-PB, 2018.

O resultado supracitado pode ser explicado devido a maior consisténcia do meio
utilizando o &gar. Souza et al. (2003) apds avaliar a germinacdo in vitro de embrides de
arnica, observaram a necessidade da utilizacdo de meios de cultura menos concentrados
para promover o estabelecimento dos embrides dessa espécie. No presente estudo para o
meio %2CK o uso de agar ou amido de milho como agente geleificante ndo interferiu na
germinacdo do mandacaru, portanto para este tipo de meio o amido de milho pode ser
uma alternativa de reducdo dos custos para a producdo de mudas. O uso do amido de
milho separado ou em combinacdo com o agar mostrou-se eficaz para a multiplicacdo in
vitro de macieira BORKH cv. Galaxy (ERIG et al., 2004).

Correia et al. (2011) obtiveram 92,6% de germinacdo em sementes de mandacaru
em meio JADS geleificados com agar, enquanto Régo et al. (2009) obteve 60% de
germinacao utilizando o meio MS. Portanto o uso do meio simplificado CK foi eficiente
para a germinacdo do mandacaru, quando comparado aos percentuais de estudos similares
que utilizaram meios convencionais.

Na germinacdo do facheiro, os percentuais de germinacdo apresentaram-se
semelhantes. O meio CK+AG obteve 100% de germinagdo, ja o tratamento CK+AM
obteve 71%, evidenciando que o meio simplificado CK com os dois tipos de geleificantes
mostraram-se eficientes na germinagédo das sementes das duas espécies em estudo. Para
0 meio 2CK+AG e 2CK+AM, apresentaram 80% e 83% respectivamente (Figura 5) ndo

diferindo estatisticamente.
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As variagdes no percentual de germinacdo observadas neste trabalho, devem ser
decorrentes das especificidades presentes em cada uma das espécies estudadas e da forma
e periodo de armazenamento das mesmas. Além disso, o alto indice de contaminagéao
pode ter influenciado negativamente a germinacdo das sementes no meio “2CK e nos
meios com amido de milho.

Estudo com Melocactus glaucescens obtiveram maior percentual de germinagéo
in vitro utilizando o meio com Y% dos sais do meio MS e reducdo de sacarose,
demonstrando menor exigéncia para esta espécie, em termos nutricionais (RESENDE et
al., 2009). Divergindo dos resultados apresentados neste, para este tipo simplificado de
meio de cultura CK, nas duas espécies estudadas 0 meio com maior concentracdo de sais
apresentou maior nimero de sementes germinadas.

Para o facheiro, o tratamento “2CK+AG ndo teve plantula para avaliacdo devido ao
alto nivel de contamina¢do. O mesmo ocorreu com 0 mandacaru para 0s tratamentos
LCK+AM, 2.CK+AG e CK+AM. As solugdes de sais e 0s agucares (fontes de carbono)
que compdem os meios de cultura ndo cumprem efeito puramente nutritivo, podendo
também influenciar na morfogénese, no crescimento e desenvolvimento celular, através
de suas propriedades osméticas (GEORGE et al., 2008).

As pléntulas de facheiro cultivadas nos meios CK+AG e CK+AM para a variavel
altura da parte aérea ndo apresentaram diferenca estatistica (Tabela 2). Para a
caracteristica comprimento da maior raiz, o tratamento CK com o agar foi o que resultou

em maiores médias diferindo estatisticamente do meio com amido de milho.

Tabela 2. Efeito do agente geleificante no desenvolvimento de plantulas de Facheiro

germinadas in vitro, apds 60 dias de cultivo. Areia-PB, 2018.

APA (cm) CMR (cm)
Meio de Agente geleificante
cultura
AG AM AG AM
CK 0,30 a 0,32 a 0,65 a 0,29 b

APA= altura da parte aérea; CMR= comprimento da maior raiz. Médias seguidas de letras diferentes

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Os meios com amido de milho apresentaram diferenca, 0 meio CK obteve maiores
médias para as caracteristicas altura da parte aérea e comprimento da maior raiz. (Tabela
3). O bom desenvolvimento de raiz é interessante na cultura de tecidos devido a fase de
enraizamento que pode ser pulada e reduz tempo e custo na producdo das mudas, além
favorecer a sobrevivéncia das plantulas na etapa de aclimatizagéo. (LEITZKE et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2013).

Tabela 3. Efeito do meio de cultura no desenvolvimento de plantulas de Facheiro

germinadas in vitro, apds 60 dias de cultivo. Areia-PB, 2018.

AM
Meio de cultura
APA (cm) CMR (cm)
CK 0,32 a 0,29 a
% CK 0,21b 0,21b

APA= altura da parte aérea; CMR= comprimento da maior raiz. Médias seguidas de letras diferentes

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (5%).

Para as variaveis altura da parte aérea e comprimento da maior raiz, na espécie
Mandacaru, ndo pode-se realizar nenhuma comparagdo entre tratamentos devido a
ocorréncia de contaminacfes. O Unico tratamento satisfatorio foi o CK+AG, na qual
apresentou média de 0,51 cm para altura da parte aérea e 0,61 cm para comprimento da

maior raiz (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito do meio de cultura e agente geleificante no desenvolvimento de
plantulas de Cereus jamacaru germinadas in vitro, apds 60 dias de cultivo. APA= altura

da parte aérea; CMR= comprimento da maior raiz. Areia-PB, 2018.

APA (cm) CMR (cm)
Meio de cultura Agente geleificante
AG AM AG AM
CK 051 * 0,61 *
Y% CK * * * *

* Tratamentos que ndo apresentaram resultado devido alta contaminag&o.
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6. CONCLUSAO

A assepsia com hipoclorito de sodio na concentracdo utilizada apresentou-se mais
eficiente para espécie mandacaru em meio de cultivo CK+AG.

Os meios simplificados CK+AG foram os mais eficientes na germinacdo do

mandacaru e facheiro.

Nestes 0 amido de milho pode ser utilizado como uma Otima alternativa na
germinacdo in vitro das espécies estudadas por reduzir os custos do meio de cultura e

apresentar um percentual de germinacdo satisfatorio.

Nas caracteristica biométricas analisadas o meio CK+AG proporcionou maior

desenvolvimento para as espécies estudadas.
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