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RESUMO

Cereus jamacaru DC € uma cacticea tipica da Caatinga, com importdncia para a
sustentabilidade e conservacdo deste bioma, e muito explorada para uso ornamental e
forrageiro. O cultivo in vitro € uma ferramenta biotecnolégica que vem sendo aplicada para a
germinacao, multiplicacdo e conservacio de diferentes espécies de cactdceas nativas, porém, €
uma técnica onerosa, que pode ter seus custos reduzidos pela modificagdo de alguns fatores,
como o meio de cultura. Esse trabalho objetivou avaliar a germinag¢do in vitro e a
micropropagacdo de Cereus jamacaru, utilizando diferentes meios de cultura, citocininas e
fontes de luz. O experimento foi conduzido no Laboratério de cultivo in vitro de plantas do
INSA e ocorreu em duas etapas: na germinacdo in vitro e desenvolvimento inicial das
plantulas foram usados meios de cultura simplificados (Y2 CK e CK), compostos pelos
fertilizantes Calcinit e Kristalon, e duas diferentes fontes de luz (fluorescente e LED),
enquanto na micropropagacao foi utilizado o meio de cultura CAC suplementado com 2 mg
L' das citocininas BAP, KIN, TOP e TDZ. Os resultados mostraram que o tratamento LED +
12 CK apresentou o maior percentual de germinacdo (83%) e que as lampadas de LED
propiciaram um melhor desenvolvimento das plantulas quando comparadas ao uso de
fluorescentes; no entanto, a fonte de luz ndo interferiu na taxa de sobrevivéncia das plantas,
que foi de 100% em ambos os tratamentos, apos 30 dias de aclimatiza¢do. Para a etapa de
multiplicacdo, o meio adicionado de BAP induziu a formacdo média de 4,3 brotos por
explante inoculado, seguido por TOP (3,1), KIN (2,5) e TDZ (0,9). Contudo, a altura das
brotacdes foi inversamente proporcional ao nimero de brotos. Diante do exposto, os meios de

cultura simplificados podem ser utilizados para o cultivo in vitro de mandacaru.

Palavras-chave: Biotecnologia. Citocininas. Cultura de tecidos vegetais. Mandacaru sem

espinho. Qualidade da luz.



ABSTRACT

Cereus jamacaru is a typical cactaceous from Caatinga, with importance for the sustainability
and conservation of this biome, and exploited for ornamental and forage use. In vitro culture
is a biotechnological tool that has been applied for germination, multiplication and
conservation of different species of native cacti, however, it is a costly technique, which may
have their costs reduced by modifying of some factors such as the culture medium. This study
aimed to evaluate the in vitro germination and micropropagation of Cereus jamacaru using
different culture media, cytokinins and light sources. The experiment was carried out in the
Laboratério de cultivo in vitro de plantas of INSA, and took place in two stages: in vitro
germination and early development of seedlings were used simplified culture media (Y2 CK
and CK), composed of Calcinit and Kristalon fertilizers, and two different light sources
(fluorescent and LED), while in micropropagation stage was used the CAC culture medium
supplemented with 2 mg L-1 of the cytokinins BAP, KIN, TOP and TDZ. The results showed
that the LED + Y2 CK treatment exhibit the highest germination percentage (83%), and the
LED lamps provided a better seedling development when compared to fluorescent; however,
the light source do not interfere in the plant survival rate, which was 100% in both treatments
after 30 days of acclimatization. For multiplication step, the medium containing BAP induced
the formation of 4.3 shoots per explant inoculated, followed by TOP (3.1), KIN (2.5) and
TDZ (0.9). However, the height of the shoots was inversely proportional to the number of
shoots. Given the above, simplified culture media may be used for in vitro culture of

mandacaru.

Keywords: Biotechnology. Cytokinins. Plant tissue culture. Mandacaru without thorn. Light

quality.
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1 INTRODUCAO

A familia Cactaceae esté distribuida em todo o Brasil, que abriga o terceiro centro de
diversidade de cactdceas, com mais de 230 espécies divididas em 34 géneros, das quais 184
sdo endémicas (SILVA et al.,, 2011). As cacticeas sdo muito apreciadas como plantas
ornamentais e, no Brasil, diversas espécies sdo cultivadas com esta finalidade, incluindo o
mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), planta tipica da Caatinga, com importancia para a
sustentabilidade e conservacdo deste bioma. Seus frutos sdo consumidos por animais nativos
da regiao e seus caules sdo utilizados pelos agricultores como forragem para os ruminantes
(SILVA et al., 2005). O mandacaru sem espinho € uma cactdcea muito procurada para uso
ornamental e forrageiro, entretanto, poucas informacdes existem sobre tal espécie,
evidenciando a importancia do aumento do conhecimento sobre a sua biologia reprodutiva e
propagacdo vegetativa (CORREIA et al., 2011).

Mudas de cactdceas podem ser produzidas via semeadura, estaquia, enxertia ou, ainda,
por cultivo in vitro (PEREZ—MOLPHE—BALCH et al., 2015). Este ultimo pode ser definido
como o cultivo em ambiente artificial, sob condi¢des assépticas e controladas, de células
vegetais isoladas, tecidos ou 6rgaos, que podem dar origem a plantas inteiras. Suas técnicas
podem ser amplamente utilizadas para o estudo do metabolismo, fisiologia, desenvolvimento
e propagacao de plantas com propriedades desejaveis (LAKSHMANA et al., 2005; POLESI,
2010). Para as cactdceas, tal ferramenta biotecnolégica vem sendo aplicada em estudos de
germinac¢do, multiplicacdo e conservacdo de diferentes espécies, incluindo aquelas nativas e
adaptadas ao Semidrido brasileiro (SILVA; FERREIRA, 2016).

Diversos fatores podem influenciar no éxito do cultivo in vitro. O sucesso no
estabelecimento da técnica depende, em geral, da selecdo do explante, do meio de cultura e
dos reguladores de crescimento utilizados, além da fonte de iluminacio presente no ambiente
de cultivo (GUPTA; JATOTHU, 2013). O meio de cultura fornece os nutrientes necessarios
para o crescimento e desenvolvimento dos tecidos vegetais, podendo conter diferentes
formulacOes nutricionais, de acordo com os requerimentos de cada espécie (SILVA;
FERREIRA, 2016). Os meios MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e JADS (CORREIA et al.,
1995) sao os mais utilizados no cultivo in vitro de cactaceas.

Alguns componentes do meio de cultura podem ser substituidos, a fim de torné-lo
menos oneroso, reduzindo assim o custo final da muda obtida. Os meios simplificados,
formulados a base de fertilizantes comerciais em substituicdo aos macro € micronutrientes

normalmente empregados, vem sendo aplicados especialmente para espécies de orquideas
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(COLOMBO et al., 2012; BERKA et al., 2014; FERREIRA et al., 2016) e tem apresentado
resultados similares ou superiores aos meios tradicionais. Adicionalmente, para induzir a
multiplicacdo, sdo utilizados reguladores de crescimento, sobretudo o BAP (6-
benzilaminopurina). No entanto, outras citocininas, isoladas ou combinadas com auxinas, t€ém
proporcionado altas taxas de multiplicacdo, aliviado distdrbios fisiol6gicos e favorecido o
enraizamento e a aclimatizacdo das plantas micropropagadas (WERBROUCK, 2010; GUO et
al.,2011).

Considerando a importancia do cultivo in vitro como ferramenta para a propagacao
das cactéceas, a fim de produzir plantas de qualidade para suprir a demanda do mercado e dos
programas de conservagdo da biodiversidade, o objetivo deste estudo foi avaliar o uso de
meios simplificados, bem como de citocininas e fontes de luz, em diferentes etapas do cultivo

in vitro do mandacaru.
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2  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a germinacdo in vitro, o desenvolvimento inicial das plantulas e a
micropropagacdo de Cereus jamacaru D.C., utilizando meios de cultura simplificados,

diferentes reguladores de crescimento e fontes de luz.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o processo de germinagado in vitro das sementes de mandacaru, assim como a
ocorréncia de contaminacao;

e Estudar a influéncia do meio de cultura e da fonte de luz na germinacdo e no
desenvolvimento inicial das plantulas, bem como na aclimatiza¢do das mesmas;

e Testar o uso de diferentes citocininas na multiplicacao in vitro de mandacaru.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FAMILIA CACTACEAE

A familia Cactaceae € constituida de aproximadamente 124 géneros e 1.440 espécies,
que ocorrem quase exclusivamente no continente americano, com exce¢do da espécie
Rhipsalis baccifera, a qual pode ser encontrada, também, na Africa, em Madagascar, e na
Asia, no Sri Lanka (SILVA et al., 2011). O México e o sul dos Estados Unidos sdo
considerados o maior centro de diversidade genética de cacticeas, seguidos da regido dos
Andes, que inclui a Bolivia, a Argentina e o Peru. O Brasil abriga o terceiro centro de
diversidade de cactidceas, com cerca de 34 géneros e 230 espécies, das quais 184 sdo
endémicas (SILVA et al., 2011). Na regiao semidrida do Nordeste brasileiro ocorrem diversas
cacticeas de grande importancia para fauna e flora regional. Entre estas, destaca-se o
mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), o facheiro (Pilosocereus pachycladus Ritter), o
xiquexique (Pilosocereus gounellei ((A. Webwr ex K. Schum.) Bly. Ex Rowl.)) e a coroa-de-
frade (Melocactus bahiensis Britton & Rose) (CAVALCANTI; RESENDE, 2007).

No Brasil, as cactaceas contribuem substancialmente para a sustentabilidade do bioma
Caatinga, principalmente como alternativa para o sertanejo e para a fauna local, ja que os
cactos, entre outras espécies, constituem a principal fonte de alimentos para os ruminantes nas
épocas de secas prolongadas (CAVALCANTI; RESENDE, 2007). Além do potencial
forrageiro e alimenticio, as cacticeas destacam-se pelas caracteristicas ornamentais, em
funcdo das variagdes de formas, tamanhos e flores (NOBEL, 2002). Mais de 300 espécies de
cactos sao cultivadas mundialmente como ornamentais e comercializadas em lojas,
supermercados e viveiros (NASCIMENTO, 2011). Em decorréncia do seu uso, as cactaceas
sdo submetidas a exploracdo intensiva, e, como resultado, as populacOes dessas espécies tém
sido drasticamente afetadas, de modo que muitas delas passaram a correr risco de extingdo.
Estudos de métodos de propagacdo das cactdceas constituem uma alternativa para a sua
multiplicacdo, o que favorece a conservacdo e a reducdo do extrativismo (CORREIA et al.,
2011). As cactdceas podem ser multiplicadas por sementes ou propagacdo vegetativa via
estacas ou brotos. A reproducdo in vivo ou in vitro, por meio da germinagdo de sementes, €
uma alternativa a multiplicacdo das cactaceas, proporcionando manutencdo da variabilidade
genética e o aumento da disponibilidade de mudas tanto para os viveiristas e pecuaristas

quanto para projetos que visem a conservacdo (CORREIA et al., 2011). RESENDE et al.
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(2010) trabalharam com propagacdo in vitro de Melocactus glaucescens, demonstrando que a
cultura de tecidos é uma boa alternativa para a propagacdo de cactos. A reproducdo das
plantulas in vitro, embora de custo mais elevado, permite o seu rdpido desenvolvimento em
comparacao com as obtidas por germinagdo em viveiros ou nos sistemas naturais (DIAS et al.,

2008).

3.2 MANDACARU

Dentre as espécies existentes na Caatinga, as representantes da familia Cactaceae
desenvolveram adaptacdes para sobreviver em ambientes aridos, que tem como principal fator
limitante a 4gua. Algumas destas plantas pertencem ao género Cereus, representado
principalmente por Cereus jamacaru DC, conhecido popularmente como mandacaru; um
cacto colunar que pode ou ndo apresentar espinhos (CORREIA et al., 2010).

O mandacaru € um arbusto grande ou arvoreta de 3 a 8 metros de altura, suculento, de
caule multiarticulado em ramificacdes candelabriformes, distribuido em toda a Caatinga do
Nordeste Brasileiro e do Vale do Rio Sdo Francisco, ocorrendo em abundincia em diferentes
tipos de solos, bem como sobre afloramentos rochosos (BRITO et al., 2007). As folhas sao
substituidas pelos ramos articulados de cor verde, com espinhos nos vértices, que fazem o
papel destas. As flores s@o solitdrias, grandes (12-15 cm de comprimento), fixadas nos
vértices dos ramos, apresentando cor branca e amarela, que se abrem a noite. Os frutos sao
bagas deiscentes carnosas de 10-12 cm de comprimento, com superficie glabra e cor
vermelho-lilds, contendo muitas sementes pretas dispersas na polpa branca (LORENZI;
MATOS, 2002). O mandacaru é uma cacticea tipica da Caatinga, com importancia para a
sustentabilidade e conservacdo desse bioma. Seus frutos sdo consumidos por animais nativos
da regido, suas flores sdo visitadas por abelhas meliferas e seus caules sdo cortados e usados
pelos agricultores como forragem para os ruminantes, uma alternativa nos periodos de seca
prolongada (SILVA et al., 2005). Destaca-se ainda pelo seu potencial ornamental, medicinal e
industrial (LUCENA et al., 2012), sendo também considerada uma planta simbolo do
Nordeste brasileiro (ANDRADE, 1989). No processo de extracdo dos caules, os pecuaristas
queimam os espinhos, pois estes dificultam o manejo e a utilizagdo do mandacaru na
alimentacao dos animais (CAVALCANTI; RESENDE, 2006). Adicionalmente, a queima dos
espinhos pode causar danos ao meio ambiente e € um desafio enfrentado pelo agricultor
(CAVALCANTI; RESENDE, 2007), dai a importancia de estudos envolvendo a variedade

sem espinhos.
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O desmatamento, o desenvolvimento agricola e o pisoteio animal vem causando a
fragmentacao do habitat natural das cacticeas. Além disso, existe a coleta extrativista e ilegal
de grandes quantidades de sementes e plantas para o abastecimento do mercado ornamental
(SILVA et al., 2011). O mandacaru sem espinho € muito utilizado como planta ornamental e
apresenta elevado potencial para a alimentacdo animal, em funcdo do seu teor proteico em
torno de 10,7% (CAVALCANTI; RESENDE, 2006), além da vantagem de ndo possuir
espinhos, o que facilita o manejo e evita acidentes aos animais e ao homem. Entretanto,
poucas informacdes existem sobre a origem desse material, evidenciando a importancia do
aumento do conhecimento sobre a biologia reprodutiva e a propagacdo vegetativa dessa
espécie. Além das aplicacdes do mandacaru na forragicultura, existe também a possibilidade
de sua utilizacdo na alimentacdo humana, principalmente no uso de seus frutos que sio
bastante atrativos em cor e sabor. O uso de cactdceas na alimentacdo humana ja € bastante
difundido em alguns paises, como México e Peru, onde os frutos e cladédios de cactos sdo
considerados iguarias (NOBEL, 2002). Os frutos apresentam teores de proteinas em torno de
5%, que € o aceitdvel para uma alimentacao humana sauddvel, e a planta apresenta niveis de
proteinas brutas e fibras indicadas para a alimentacdao animal (BARBOSA et al., 2007).

Apesar da importancia ecoldgica e econdmica das espécies tropicais e nativas como o
mandacaru, sd@o poucas as informagdes sobre os fatores envolvidos na sua germinacdo (LIMA
et al., 2008). A inexisténcia de estudos bdsicos sobre a biologia dessa planta, no que se
referem as suas formas de propagacdo, principalmente a sexuada, dificulta os estudos com
essa espécie. Dessa maneira, torna-se relevante obter informagdes sobre: o comportamento
germinativo das sementes, os fatores requeridos para iniciar a germinagdo, como luz e
temperatura, bem como os componentes envolvidos na mobilizacdo de suas reservas. Essas
informacOes poderdo também fornecer subsidios para o melhor conhecimento dos aspectos
reprodutivos e ecoldgicos de plantas de regides dridas e semidridas, bem como subsidios
taxondmicos para a identificacdo de novas espécies de cactdceas, particularmente aquelas do

género Cereus (ALENCAR et al., 2012).

3.3 CULTIVO IN VITRO

O cultivo in vitro € uma ferramenta biotecnolégica em que células, tecidos, 6rgaos
e/ou plantas inteiras sdo isolados de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados de
forma asséptica em um meio nutritivo, sob condicdes controladas de densidade de fluxo de

fétons, fotoperiodo e temperatura (CARVALHO et al., 2011). O éxito de sua aplicagdao
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envolve diferentes fatores, tais como a composi¢do do meio de cultura, o ambiente de cultivo
e o gendtipo estudado, dentre outros. O objetivo € obter nova planta idéntica a original, ou
seja, realizar uma clonagem vegetal que € definida como uma propagacdo assexuada de
células ou organismos de modo a obter um novo individuo, mantendo-se o gendtipo idéntico
aquele do ancestral comum (TORRES et al., 2000; POLESI, 2011). Trata-se de uma
area da biotecnologia que compreende varios métodos de propagacio vegetal em laboratério,
amplamente utilizada como ferramenta para o estudo do metabolismo, fisiologia,
desenvolvimento e reproducdo de plantas com propriedades desejaveis, tais como resisténcia
a pragas e acimulo de substancias ativas de interesse comercial (POLESI, 2011).

A teoria da totipotencialidade formulada por Matthias Schleiden & Theodor Schwann,
em 1838, pode ser dita que constitui um dos primeiros fundamentos da cultura in vitro; ela
afirma que a célula € autbnoma, portanto, contém o potencial necessdrio para originar um
organismo completo; nesse caso, uma planta completa (BARRUETO CID, 2001). E claro que
essa capacidade deve manifestar-se sob especiais condi¢des de estimulo (TAMBARUSSI,
2009). Assim, espera-se que a exposicdo dos explantes a um ambiente in vitro estimule
reacoes diversificadas nos diferentes tipos celulares, fazendo com que somente algumas
células desse explante respondam as condi¢des de cultura in vitro, levando a regeneracao de
um novo individuo. Haberlandt, um fisi6logo vegetal austro-hiingaro, por volta de 1902,
imbuido dessa teoria, foi o primeiro a manipular um sistema de cultura in vitro de plantas,
procurando estabelecer e consolidar um sistema de micropropagagdo. Infelizmente, por
limitacdes técnicas da época, seus esforcos falharam. A partir de 1952, a cultura de tecidos de
plantas se desenvolveu, com mais descobertas e aplicagdes (BARRUETO CID, 2001).

Atualmente, a cultura de tecidos constitui excelente ferramenta para clonagem de
plantas em escala comercial, além de colaborar na realizacdo de estudos de transformacao
genética e na conservacdo de espécies vegetais, resultando em plantas sadias, vigorosas e
geneticamente superiores, que podem ser multiplicadas massivamente. Com a evolucdo da
técnica na segunda metade do século passado, muitos avangos relacionados ao cultivo celular
tém sido obtidos, desde a descoberta dos reguladores de crescimento, dos trabalhos pioneiros
em melhoramento até a aplicacdo na engenharia genética e na transformacdo genética de
plantas. Esses estudos tém maior enfoque na germinacdo € crescimento in Vvitro,
micropropagacdo, organogénese, embriogénese, conservagdo e intercimbio de germoplasma,
diferenciacdo, mutagénese, hibridacdo, producdo de metabdlitos secunddrios, fusdo de

protoplastos, entre outros, demonstrando o potencial da técnica de cultivo in vitro para
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inimeras espécies e dreas de pesquisa, generalizando sua aplicagdo (QUISEN; ANGELO,
2008).

O cultivo in vitro de cacticeas vem sendo estudado hd mais de 50 anos, especialmente
no que se refere & micropropagagio por ativacio de aréolas (LEMA-RUMINSKA; KULUS,
2014), além de trabalhos de germinagdo e conservacao (CORREIA et al., 2011; SILVA et al,,
2011). Para as distintas técnicas aplicadas sdo testadas diferentes formulacdes de meio de
cultura, tipos e concentracdes de reguladores de crescimento, tipos de explantes, formas de
assepsia do material vegetal e condi¢des de incubacdo (SILVA; FERREIRA, 2016). Contudo,
ainda € necessdrio o desenvolvimento de estudos adicionais com a manipulacdo de outros
fatores e o aperfeicoamento dos protocolos, a fim de reduzir os custos de produgdo e o tempo

demandado no processo.

3.4 MEIO DE CULTURA

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgaos vegetais
fornecem as substincias essenciais para o seu crescimento e desenvolvimento in vitro. As
mesmas vias bioquimicas e metabdlicas bédsicas que funcionam nas plantas ex vitro, sdo
conservadas em material vegetal in vitro. Por isso, os meios nutritivos se baseiam nas
exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificagdes para
atender as necessidades especificas in vitro (UNEMOTO et al., 2007). Nao ha meio de cultura
especifico adequado as exigéncias de géneros, espécies e clones. Em geral, é dificil
compreender o motivo pelo qual certas combinagdes de meio e condi¢cdes de cultivo obtém
sucesso e outras fracassam (VENTURA et al., 2002).

Com isso, tem-se buscado alternativas quanto a composicao dos meios nutritivos que
se aproximem da composi¢cdo do endosperma ou do saco embriondrio e possibilitem o
desenvolvimento dos embrides, independentemente do estddio em que se encontram. O meio
de cultura adequado, tanto para propagacdo quanto para a cultura de embrides, deve ser
adaptado para cada espécie. Embora diferentes meios sejam capazes de manter os
microcultivos de embrides, o mais frequentemente utilizado é o MS, que se caracteriza pela
sua elevada concentracdo em sais minerais (MURASHIGE; SKOOG, 1962; PEREIRA et al,
2006). Os meios de cultura podem ter seu custo reduzido pela simplificacdo dos mesmos
(STANCATO et al., 2001). Uma maneira € produzir um meio de cultura através da utilizacao

de fertilizantes quimicos compostos por nitrogénio, fosforo e potdssio (NPK) e produtos
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organicos como tomate, banana e dgua de coco. Estes componentes podem substituir os
elementos quimicos indicados nas tradicionais composi¢des usadas universalmente para
micropropagacdo (CAMPOS, 2002). A utilizacdo de fertilizantes agricolas é um potencial
para diminuir custos de produ¢do e aumentar a produtividade sem comprometer a qualidade
nutricional da biomassa (PRIMO et al., 2015), porém, com excecdo de espécies de orquideas
(SU et al., 2012), o uso de fertilizantes comerciais ndao € uma pratica comum (CARVALHO et
al., 2013).

Estudos in vitro com orquideas demonstram que a diminuicdo de custos € possivel
pela simplificagdo dos meios de cultura atuais, principalmente pelo emprego de fertilizantes
como base de meios de cultura, visando a producdo em larga escala (STANCATO et al.,
2001; DEZAN et al., 2012). Nos estudos de Dezan et al. (2012), o meio a base do fertilizante
Hyponex®, para plantulas de Schomburgkia gloriosa, cultivadas em meio de cultura MS
composto por metade da concentragdo de macro-nutrientes, apresentou resultado igual ao MS
para nimero de raizes; o meio com Krystalon Laranja® obteve, juntamente com o meio MS,
melhores valores para massa seca total. Bilce e Karsburg (2009) observaram que um maior
nimero de plantulas de Cattleya nobile com 1 a 3 primérdios foliares e com primérdios
radiculares foi obtido no meio com fertilizante B&G®. Os resultados de Primo et al. (2015)
também indicam que os fertilizantes agricolas sao uma interessante fonte alternativa de
nutrientes para o cultivo da microalga Chlorella sp. Ja para a micropropaga¢ao da mandioca,
Carvalho et al. (2013) concluiram que o meio de cultura mais eficiente é o MS suplementado
com 12,5 mg L' de fertilizante soldvel e adicionado de 0,01 mg L' de 4cido naftalenoacético,
benzilaminopurina e dcido giberélico.

Os valores de custos dos componentes do meio de cultura podem ser elevados na
producdo de plantulas in vitro em larga escala, portanto o intuito da troca dos macro e
micronutrientes do meio MS por fertilizantes é uma forma de economizar e facilitar a compra
de reagentes para a producdo do meio nutritivo, tornando-o mais simples e mais econdmico
(FERREIRA et al., 2016). Para producdo de 1 litro de meio nutritivo contendo os macro e
micronutrientes de MS, se faz necessario um custo aproximado de R$ 1,85, enquanto que a
utilizagdo dos fertilizantes (meio nutritivo simplificado) tem um custo de apenas R$ 0,006,

totalizando uma economia de 99% por litro de meio produzido (FERREIRA et al., 2016).
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3.5 GERMINACAO IN VITRO

A germinacdo € uma etapa importante para iniciacdo da cultura in vitro de tecidos
vegetais, sendo também uma estratégia promissora na obtencdo de plantas em grande
quantidade. Tanto as caracteristicas intrinsecas quanto os fatores ambientais interferem nas
respostas de germinacdo e desenvolvimento de diferentes espécies (KULKAMI et al., 2006).

A germinagdo in vitro é utilizada, principalmente, em espécies cujas taxas de
germinacdo em condi¢Oes naturais sdo insuficientes para a obten¢do de material vegetal
destinado a experimentacdo e/ou atendimento a demandas comerciais. A dorméncia de
sementes é um fator que pode diminuir estas taxas, dificultando o estabelecimento de culturas
in vitro. Além disso, existem plantas cujas sementes sdo desprovidas de endosperma,
necessitando de associacdes com outros organismos para a nutricdo inicial do embrido e
prosseguimento da sucessdo dos eventos metabdlicos associados a germinacdo (COUTO et
al., 2004). Muitas espécies de cacticeas apresentam crescimento lento e baixa germinacao
de sementes. Assim, considerando que a germinacdo in vitro de sementes de cacticeas €
frequentemente elevada, em torno de 70-100%, esta técnica torna-se imprescindivel, além de
permitir maior uniformidade no processo germinativo (MEDEIROS et al., 2006; PEREZ-
MOLPHE-BALCH et al., 2015). A germinacdo in vitro comparada a germinagdo em
condicdes naturais apresenta como vantagens: evitar problemas de aborto embriondrio,
reduzir o tempo necessario a ocorréncia do processo, aumentar a taxa de germinagdo, além de
sincronizd-la (RETES-PRUNEDA et al., 2007).

A germinagdo das sementes de mandacaru, como as de outras plantas tropicais, é
incrementada quando expostas a temperaturas mais elevadas, como as de 25 e 35°C, sendo
inibidas em temperaturas extremas como 15 e 35°C. As temperaturas de 25° e 30°C,
associadas com a luz branca, correspondem as condicdes mais indicadas para os testes de
germinacdo em laboratorio com sementes de mandacaru (ALENCAR et al., 2012). Em
estudo conduzido por Coelho et al. (2009), sementes de C. jamacaru, inoculadas e mantidas
in vitro sob fotoperiodo de 12 horas com intensidade luminosa de 30 pmol m? s,
apresentaram 92,6% de germinagdo. Em outro estudo realizado por Socolowski et al. (2010),
sementes de Cereus pernambucensis germinaram acima de 95% sob luz continua.

De acordo com a reposta a presenca de luz, as sementes podem ser classificadas em
fotoblasticas positivas, aquelas beneficiadas pela luz; fotoblasticas negativas, quando sio

prejudicadas pela luz e fotoblasticas neutras, aquelas que s@o insensiveis a presenca de luz
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(MARCOS FILHO, 2005). Alguns estudos com cacticeas tém mostrado uma relacdo entre o
fotoblastismo e a forma de vida dessas plantas. As sementes dos cactos colunares se mostram
indiferentes a luz, enquanto que as sementes dos cactos globosos sdo normalmente
fotobldsticas positivas (ROJAS-ARECHIGA; VASQUEZ-YANES, 2000). No caso do
mandacaru, estudo realizado por Meiado et al. (2010) permitiu constatar que esta espécie
apresenta fotoblastismo positivo e que a qualidade da luz pode influenciar no tempo e no

sincronismo da germinacao.

3.6 EFEITOS DA LUZ NO CULTIVO IN VITRO

Em laboratérios de cultura de tecidos de plantas as salas de crescimento, geralmente,
sdo equipadas com lampadas fluorescentes que emitem luz branca de similaridade espectral
entre as bandas. A irradiancia fornecida afeta o desenvolvimento das plantas, principalmente
por meio de alteracdes fotomorfogénicas, alteracdes estas observadas, principalmente, na
formacdo dos tecidos do mesofilo e na ineficiéncia do mecanismo de abertura e fechamento
dos estdomatos, afetando sua funcionalidade (REZENDE et al., 2008). As salas de crescimento
também representam um dos maiores custos na producdo de mudas micropropagadas,
tornando a técnica bastante onerosa. Nesse contexto, ressalta-se a importancia de pesquisas
relacionadas a busca de fontes de luz mais econdmicas e que proporcionem melhor
desenvolvimento das plantas sob condi¢des in vitro (SCIVITTARO et al., 2011).

Os diodos emissores de luz (LEDs) consistem na tecnologia mais moderna de
iluminacdo existente no mercado. Desde a sua invencdo em 1963, os LEDs tém sido
constantemente aperfeicoados, sendo de uso crescente em eletroeletronicos, projetos
arquitetonicos, centros cirurgicos, televisores, seméforos, fardis de veiculos, lanternas,
controles remotos, aparelhos celulares, cameras de seguranca de wuso noturno, etc
(SCIVITTARO et al., 2011). Nos tultimos anos, seu uso estendeu-se para ambientes de cultivo
de plantas micropropagadas (NHUT e al., 2003). Os LEDs destacam-se das demais fontes
de luz por possuirem alta eficiéncia no processo de geracdo de luz com baixa producdo de
calor, longo periodo de vida, comprimento de onda especifico, massa e volume reduzidos
(ROCHA et al, 2010). O comprimento de onda gerado pelos LEDs esta relacionado com a cor
da luz que emitem, sendo os LEDs azuis, verdes e vermelhos os mais comuns no mercado.
Esse conhecimento € importante, pois a efici€éncia fotossintética também depende do(s)

comprimento(s) de onda emitido(s) (SCIVITTARO et al., 2011).
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Estudos da qualidade de luz na micropropagacao ainda s@o escassos € também ndo sao
claros os efeitos do espectro e dos niveis de irradiancia no crescimento de plantulas durante o
cultivo in vitro (BRAGA et al., 2009). Alguns deles revelam que, com a varia¢io na qualidade
da luz, pode-se manipular o crescimento in vitro de diversas espécies, de maneira alternativa a
adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura. A qualidade espectral afeta também
estruturalmente a anatomia das folhas, parecendo exercer maiores efeitos durante a expansao
foliar, exibindo alto grau de plasticidade tanto anatdmico como fisiol6gico (DOUSSEAU et
al.,, 2008). A qualidade da luz influencia ainda a germinagdo, inibi¢do de alongamento do
hipocétilo, expansdo dos cotilédones e das folhas, biossintese de pigmentos, alongamento do
caule e inducdo ao florescimento (TAIZ; ZEIGER, 2013). A utilizacdo dos LEDs na
propagacdo in vitro foi avaliada nos cultivos de orquidea Cymbidium (HUAN; TANAKA,
2004), morango (ROCHA et al., 2010) e crisantemo (KIM et al., 2004), com resultados
expressivos na qualidade da muda produzida e maior eficiéncia no processo produtivo.
Alteracdes do numero de estdomatos nas folhas de crisantemo foram observadas com
diferentes combina¢des de LED, o que levou a conclusao de que o ajuste e a escolha da fonte
desse tipo de luz sdo importantes para o sistema de iluminagdo artificial durante o cultivo in

vitro (KIM et al., 2004).

3.7 MICROPROPAGACAO

Além dos aspectos do melhoramento genético de plantas, a cultura de tecidos vem
sendo aplicada, de maneira mais pritica e com maior impacto, na propagacdo vegetativa in
vitro ou micropropagacdo, que é a multiplicacdo rdpida de individuos vegetais. Essa rapidez
deve-se, entre outros fatores, a possibilidade de obter elevado nimero de explantes a partir de
uma planta matriz, e a velocidade da multiplicacio € devida ao controle, tanto do meio como
das condi¢des ambientais nas quais se conduz a multiplicacdo (QUISEN; ANGELO, 2008). A
micropropagacdo tem como principal objetivo a aceleracdo dos métodos convencionais de
propagacdo vegetativa (DONATO et al. 2005). A micropropagagdo se tornou a saida para o
cultivo de muitas plantas que possuem limitacdes na propagacdo sexuada, além da alta taxa de
multiplicacdo e qualidade em comparacdo aos métodos tradicionais (LIMA; MORAES,
2000).

As principais vantagens das plantas propagadas in vitro (microplantas) sdo: a rapidez

com que se obtém um grande nimero de mudas em instalacdes reduzidas e a obtengdo de
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plantas livres de doencas e pragas, o que reduz a dispersdo de organismos fitoparasitas
(LIMA; MORAES, 2006). Plantas micropropagadas, quando comparadas as plantas oriundas
de propagacdo convencional, geralmente sobrevivem mais no campo, crescem mais
rapidamente nos primeiros estddios de desenvolvimento, possuem maior precocidade,
florescendo até quatro meses antes, além de apresentarem uniformidade de producao,
proporcionando colheitas superiores (POLESI, 2011).

Embora existam protocolos variados de cultura de tecidos, faz-se necessdrio avaliar a
qualidade do sistema comercial de micropropagacdo, uma vez que esta € influenciada por
diversos fatores como taxa de multiplicacdo, altura das plantas, presenca e intensidade de
estiolamento, forma, coloragdo e tamanho das folhas, formacao de calos, desenvolvimento de
raizes, perdas por contamina¢do microbiana, oxidacdo e eficiéncia da aclimatizacdo (LIMA;
MORAES, 2006). Por essa razao, ha um grande requerimento de cuidados que vao desde o
estabelecimento destas plantas in vitro até a manutencdo destas, durante os meses de
desenvolvimento. Dessa forma, o aprimoramento constante dos processos de multiplicacdo e
o controle de qualidade das mudas, aliado a reducdo de custos, t€ém sido essenciais para
aceitac@o dessa técnica no mercado.

Os reguladores de crescimento sao substancias sintéticas que produzem efeitos
semelhantes aos dos hormonios. Ao serem adicionados ao meio de cultura, em concentracoes
especificas, possuem papel essencial no crescimento e morfogénese durante o cultivo in vitro
de plantas. As citocininas sdo um dos principais grupos de reguladores de crescimento usados
na micropropagacdo, destacando-se por promover a quebra da dominéncia apical e divisdo
celular, potencializando a formacdo de brotacdoes (MESSCHMIDT et al., 2008). Dentre as
mais utilizadas estdo a 6-benzilaminopurina (BAP) e a Kinetina (KIN), contudo, outros tipos
também estdo sendo aplicados nos trabalhos de cultivo in vitro e vém apresentando resultados
satisfatorios, como o Tidiazuron (TDZ) e as Topolinas (TOP) (GUO et al., 2011;
WERBROUCK, 2010). Normalmente, na micropropagacdo de cacticeas, as citocininas sao
utilizadas para quebrar a dorméncia das gemas laterais, ja que a drea meristematica € incluida

no tecido das aréolas (OJEDA—ZACARfAS etal.,2012).

3.8 ACLIMATIZACAO

O termo aclimatiza¢do nada mais € do que 0s processos que ocorrem para a passagem

da planta que esta in vitro, para o ambiente, ou seja, € a adaptacdo climatica desta planta para
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o novo ambiente, sendo este processo todo realizado artificialmente (GUERRA; NODARI,
2006). O processo de aclimatizacdo deve ser realizado cuidadosamente, devido a diferenca
existente nas condi¢des em que as plantas se encontravam in vitro em relacdo as condi¢des do
ambiente na casa de vegetacdo. A irradiancia € bem maior e a umidade do ar € muito mais
baixa quando comparadas as condicdes in vitro, sendo a perda de dgua o principal problema
(XAVIER, 2010). Com a transferéncia das plantas para a casa de vegetacio mudancgas
significativas ocorrem na anatomia e morfologia, principalmente as relacionadas com a
epiderme, diferenciacdo do mesofilo, além do nimero e estrutura dos cloroplastos. Os
estdmatos mudam sua forma de circular para elipticos, entretanto, as mudancas mais
importantes estdo no desenvolvimento da cuticula, na formacdo de cera e na eficiéncia da
regulacdo estomadtica da transpiracdo (XAVIER, 2010). Deve-se considerar também que elas
possuem uma baixa capacidade fotossintética, devido as suas organelas fotossintéticas ainda
nio estarem bem desenvolvidas (GUERRA; NODARI, 2006).

Um fator importante na aclimatizacdo de mudas é o substrato, devendo apresentar boa
coesdo entre as particulas e adequada aderéncia junto as raizes (CALVETE, 2000). Desta
forma, a selecdo do substrato é fundamental no crescimento e desenvolvimento das plantas
micropropagadas, influenciando diretamente no sucesso da aclimatizacdo. Tendo em vista a
diversidade dos substratos e de suas caracteristicas, torna-se dificil escolher o substrato ou a
mistura, que atenda as condi¢des para o 6timo crescimento e desenvolvimento das plantas na

aclimatizagao (LIMA et al., 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos, ambos realizados no Laboratério de Cultivo in
vitro de Plantas (LaCIP), do Instituto Nacional do Semidrido (INSA), em Campina Grande,
Paraiba. No primeiro, foi estudada a germinacdo in vitro do mandacaru, bem como o
desenvolvimento inicial das plantulas e sua aclimatizacdo, enquanto no segundo foi estudada
a multiplicacdo desta espécie, a partir das plantulas obtidas no experimento I. A pesquisa

ocorreu no periodo de maio a outubro de 2016, totalizando 180 dias de experimentos.

4.1 EXPERIMENTO I - GERMINACAO IN VITRO DE CEREUS JAMACARU

Frutos foram coletados de plantas sem espinhos (Figura 1A e B), mantidas na drea da
Estagdao Experimental do INSA. A extracdo das sementes foi realizada mediante a abertura
dos frutos e retirada da polpa, a qual foi friccionada em uma peneira metdlica sob dgua
corrente até ser eliminada. As sementes (Figura 1C) foram, entdo, lavadas com detergente
neutro e desinfestadas por imersdo em dlcool 70% durante um minuto e em hipoclorito de
s6dio (NaOCl 5%) adicionado de 0,5 mL de Tween 20, onde permaneceram sob agitacao
durante 15 minutos. Em cimara de fluxo laminar, procedeu-se o triplice enxdgue em 4gua
destilada estéril (Figura 1D) e a inoculac@o das sementes em meios de cultura simplificados,
compostos por duas concentracdes dos fertilizantes soliveis Calcinit e Kristalon (CK e ¥2 CK)
(Tabela 1), adicionados de vitaminas, 100 mg L-1 de inositol e 30 g L-1 de sacarose. Os
meios tiveram o pH ajustado para 5,8, foram gelificados com 6 g L.-1 de 4gar, distribuidos em

frascos e, em seguida, esterilizados em autoclave (120 °C e 1 atm, por 20 minutos).
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Figura 1 - Introducio de Cereus jamacaru ao cultivo in vitro: (A) Planta adulta sem presenca de espinhos; B)
Fruto utilizado para retirada das sementes; C) Sementes apds retirada da polpa e lavagem; D) Assepsia das
sementes em cAdmara de fluxo laminar. Barra = 5 mm.

LEELC]

Fonte: Imagens do pesquisador.

Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 h de luz,
temperatura de 25 + 2 °C e expostos a duas diferentes fontes de luz: lampadas fluorescentes
brancas (FL) e diodos emissores de luz brancos (LED), com intensidades luminosas de 47 e
50 umol m? s-1, respectivamente. Os percentuais de germinacdo e contaminacdo foram
avaliados semanalmente durante 80 dias, sendo realizado um subcultivo para o0 mesmo meio
aos 40 dias. Ao final do periodo de cultivo in vitro foram realizadas avaliagdes biométricas;
para tanto, com o auxilio de uma régua milimetrada foram medidas a altura e o didmetro do
cladddio, e o comprimento da raiz principal, assim como a massa da matéria fresca, obtida em
balanca analitica, e a massa da matéria seca, obtida apds a secagem em estufa (65 °C) e
posterior pesagem, realizadas tanto para parte aérea quanto para a radicular

Parte das plantulas obtidas foi aclimatizada em casa de vegetacdo, em bandejas de
polietileno contendo substrato Basaplant (Base®), com rega semanal, onde permaneceu por

30 dias para a verificacdo da taxa de sobrevivéncia.



Tabela 1 - Composi¢cao dos meios de cultura simplificados CK e CAC utilizados na
germinacdo e multiplicacdo in vifro de mandacaru, respectivamente.

Componentes Tipo de meio de cultura
Macronutriente (mM) CK (mgL™") CAC (mgL™
Nitrato de amoénio - NH,;NO; - -
Nitrato de potdssio - KNO; - 1900
Fosfato monobasico de potassio - KH,PO, - 170
Sulfato de magnésio hepta-hidratado - MgSQO, . 7 H,O - 370
Cloreto de célcio di-hidratado - CaCl, . 2H,0 - 440
Nitrato de célcio tetra-hidratado - CaNO; . 4H,O - -
Micronutriente (uM)
Sulfato de manganés tetra-hidratado - MnSO, . 4H,0 - 22,3
Acido bérico - H;BO; - 6,2
Sulfato de zinco hepta-hidratado - ZnSO, . 7H,O - 8,6
Todeto de potéssio - KI - 0,83
Molibidato de sédio di-hidratado - Na,MoQO; . 2 H,O - 0,25
Sulfato de cobre penta-hidratado - CuSO; . 5 H,O - 0,025
Cloridato de cobalto hexa-hidratado - CoCl, . 6 H,O - 0,025
Fe.EDTA
Na,EDTA . 2H,0 - 37,3
FeSO, . 7TH,O - 27,8
Composto organico

Tiamina.HCI (vitamina B1) 0,1 0,1
Piridoxina.HCI (vitamina B6) 0,5 0,5
Acido nicotinico (vitamina PP) 0,5 0,5
Glicina 2,0 2,0
Mio-inositol 100 100
Sacarose 30000 30000

Fertilizantes
Calcinit* 840 2420
Kristalon** 742 -

*N-15,5%; Ca- 19%

30

*# N - 3%; P,Os - 11%; K,0 - 32%; MgO - 4%; S - 11%; B - 0,025%; Mo - 0,004%; Cu-EDTA - 0,01%; Zn-

EDTA - 0,025%; Fe-EDTA - 0,07%; Mn-EDTA - 0,04%

Fonte: Contruida com os dados da pesquisa.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo

fatorial 2 x 2, constando de dois meios de cultura (CK e Y2 CK) x duas fontes de iluminag¢ao

(FL e LED), totalizando quatro tratamentos. Foram utilizadas 10 repeti¢des por tratamento,

sendo cada repeticdo composta por um frasco contendo 10 sementes. Os dados foram

submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade, utilizando o programa SISVAR versdo 5.3 (FERREIRA, 2011).
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4.2 EXPERIMENTO II - MICROPROPAGACAO DE CEREUS JAMACARU

Plantulas com tamanho superior a 2 cm, obtidas a partir da germinacdo in vitro
(Experimento I), serviram como fonte de explantes para a fase de multiplicacdo. Apds a
quebra da dominancia apical, o cladédio foi seccionado transversalmente em segmentos de 1
cm que foram cortados ao meio em sentido longitudinal. O explante foi, entdo, inoculado com
a parte cortada em contato com o meio de cultura. Para a indu¢do da formacdo de brotagdes
foi utilizado o meio de cultura CAC (Tabela 1), contendo 2 mg L de uma das seguintes
citocininas: 6-benzilaminopurina (BAP), kinetina (KIN), topolina (TOP) e tidiazuron (TDZ),
totalizando quatro tratamentos.

Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 h de luz,
temperatura de 25 + 2 °C e intensidade luminosa de 50 pmol m? s, provida por LEDs. Apés
60 dias foi contabilizado o nimero de brota¢des formadas por explante inoculado e medida a
altura das brotacdes.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com sete
repeticoes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por um frasco contendo dois
explantes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando o programa SISVAR versao 5.3
(FERREIRA, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTO I - GERMINACAO IN VITRO DE CEREUS JAMACARU

Os tratamentos utilizados propiciaram taxas de germinacao acima de 72% aos 40 dias
de cultivo in vitro (Tabela 2, Figura 2A), sendo o LED + 2 CK aquele que resultou em maior
percentual de germinacdo, desde a primeira avalia¢do, seguido de FL + %2 CK. Tal resultado
pode estar relacionado a uma maior disponibilidade de d4gua no meio de cultura, devido a
menor concentracdo de sais utilizada nestes tratamentos. Segundo Abreu (2008), embora as
espécies de cactos habitem ambientes que possuem baixa disponibilidade hidrica, elas

necessitam de maior quantidade de d4gua para germinarem.

Tabela 2 - Percentual de germinacao e contaminagio de Cereus jamacaru aos 15, 30 e 40

dias de cultivo in vitro sob diferentes meios de cultura e fontes de luz.

Germinagao (%) Contaminagao (%)
Tratamentos
15 30 40 15 30 40
FL +12 CK 59 70 76 4 18 29
FL + CK 66 72 74 6 6 7
LED +%2 CK 73 80 83 5 14 15
LED + CK 66 72 72 0 23 51

Fonte: Construida com os dados da pesquisa.

A utilizacdo de meios de cultura com menor concentracdo idnica em relacdo ao meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) tem permitido elevadas taxas de germinacdo de
sementes de mandacaru. Martinez et al. (2016) conseguiram taxa de germinacdo de 91,25%
em meio CK e Correia et al. (2011) obtiveram 92,6% em meio JADS, enquanto Régo et al.
(2009) obtiveram 60% de germinacdo com meio MS. Em alguns casos, o meio MS completo
pode inibir ou retardar a germinagdo de sementes de espécies de cactos (LEMA-RUMINSKA;
KULUS, 2014, PEREZ-MOLPHE-BALCH et al., 2015). Neste sentido, o uso de meios
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simplificados também € interessante do ponto de vista da redugdo dos custos de produgdo de
mudas obtidas via cultura de tecidos. Segundo Ferreira et al. (2016), a substituicdo do meio
MS por aqueles obtidos a partir de fertilizantes agricolas, como é o caso do %2 CK e CK
utilizados neste trabalho, permite uma economia de 99% por litro de meio de cultura.

C. jamacaru é uma espécie que apresenta fotoblastismo positivo, no entanto, ao
estudar o efeito da qualidade da luz, Meiado et al. (2010) verificaram que tal fator nao
interferiu na germinabilidade desta espécie, mas favoreceu o tempo médio e a sincronizacao
da germinagdo natural, especialmente com o uso da luz fluorescente branca em relagdo as
cores vermelho, vermelho-distante e azul. Alencar et al. (2012), estudando a combina¢do dos
fatores luz e temperatura na germinac¢do do mandacaru, também relataram que a qualidade da
luz (fluorescente branca e vermelha) ndo interferiu na taxa de germinacdo, contrariamente a
temperatura. Estudos relacionados a germinacdo de cacticeas frente ao espectro emitido por
lampadas de LED nao foram encontrados, contudo, resultados positivos tém sido relatados

para diferentes espécies cultivadas in vitro (GUPTA; JATOTHU, 2013).
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Figura 2 - Cultivo in vitro de Cereus jamacaru: A) Plantas germinadas apds 40 dias de
cultivo; B) Presenca de bactérias provavelmente endofiticas no meio de cultura; C) Aspecto
das plantulas cultivadas sob FLL em meio Y2 CK (esquerda) e CK (direita) apds 80 dias de
cultivo; D) Aspecto das plantulas cultivadas sob LED em meio Y2 CK (esquerda) e CK
(direita) ap6s 80 dias de cultivo; E) Inicio da aclimatizacdo das plantulas; F) Plantulas
aclimatizadas aos 30 dias. Barra = 1 cm.

Fonte: Imagens do pesquisador.
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Quanto a contaminag¢io, o maior percentual observado foi no tratamento LED + CK,
onde pouco mais da metade das sementes inoculadas apresentou contaminagdo bacteriana até
os 40 dias de cultivo in vitro (Tabela 2, Figura 2B). Ressalta-se que em todos os tratamentos,
a contamina¢do foi decorrente de bactérias, provavelmente endofiticas, ndo interferindo na
germinacdo das sementes. Lima et al. (2015) identificaram a presenca de uma colonizacdo
natural de bactérias endofiticas em microplantas de C. jamacaru cultivadas in vitro em meio
JADS, e afirmaram que tais microrganismos ndo exibem efeitos adversos sobre a espécie.

O percentual de hipoclorito de sédio utilizado (5%) foi eficiente na remogdo de
possiveis contaminantes flingicos e ndo ocasionou fitotoxicidade, contrariamente ao relatado
por Régo et al. (2009) que, ao utilizarem hipoclorito de sédio 2%, obtiveram 60% de
contaminacdo e redugdo da taxa de germinacdo para esta mesma espécie. J4 Martinez et al.
(2016), observaram que o uso de desinfestantes em concentracdo mais baixa (1,25%) nao foi
eficiente para eliminar os contaminantes superficiais (exdgenos) presentes nas sementes de
mandacaru, enquanto o hipoclorito de s6dio 2,5% apresentou percentual de contaminagao de
20%, também decorrente de bactérias endofiticas. A a¢do do hipoclorito de sédio se d4 pela
entrada na parede celular do microrganismo (fungo ou bactéria), causando alteracdes no
metabolismo celular e morte do agente infestante (ESTRELA et al., 2002).

De modo geral, as plantulas expostas a acdo das lampadas LED, para os dois tipos de
meio de cultura utilizados, especialmente o CK, apresentaram maior altura e massa fresca da
parte aérea (Tabela 3, Figura 2C e D). Estrada et al. (2016) estudando o cultivo in vitro de
Anthurium andreanum, obtiveram maior altura da parte aérea para as plantas expostas aos
LEDs brancos em relagdao a FL. De acordo com Rocha et al. (2010), a menor eficiéncia no
crescimento das plantas na presenca de lampadas fluorescentes decorre do fato destas
emitirem diferentes comprimentos de onda entre 350 e 750 nm, enquanto somente aqueles
entre 400 e 700 nm sdo considerados importantes para a fotossintese e fotomorfogénese. Este
¢ um fator relevante, uma vez que um claddédio melhor desenvolvido pode favorecer a
sobrevivéncia da planta caso esta venha a ser aclimatizada, bem como possibilitar a extragao
de um maior nimero de explantes, caso a planta obtida seja utilizada como matriz para a fase

de multiplicag@o in vitro.
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Tabela 3 - Efeito do meio de cultura e do tipo de luz fornecida no desenvolvimento da parte
aérea e das raizes de plantulas de mandacaru (Cereus jamacaru) apés 80 dias de cultivo in
vitro, e ap6s 30 dias de aclimatizacgao.

FL LED
Varidveis

1/2 CK CK 1/2 CK CK
Altura (cm) 1,66 bA 1,76 bA 1,96 aB 2,34 aA
Diametro (cm) 0,64 aA 0,58 bA 0,60 aA 0,70 aA
CRP (cm) 2,47 aA 1,75 aB 2,65 aA 2,27 aA
MFPA (g) 0,29 bA 0,37 bA 0,43 aB 0,55 aA
MEFR (g) 0,022 bB 0,038 bA 0,035 aB 0,053 aA
MSPA (g) 0,009 aA 0,012 bA 0,011 aB 0,017 aA
MSR (g) 0,002 aA 0,002 bA 0,002 aB 0,004 aA
Sobrevivéncia (%) 100 100 100 100

Meédias seguidas por letras distintas, mintdsculas para fonte de luz e maidsculas para meio de cultura, diferem
entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05). Comprimento da raiz principal (CRP), massa fresca da parte aérea

(MFPA), massa fresca das raizes (MFR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes (MSR).

Quanto ao diametro dos cladédios, ndo houve diferenca entre os tratamentos; contudo,
os fatores estudados interferiram no desenvolvimento radicular (Tabela 3). Para o
comprimento da raiz principal e massa fresca da raiz, valores inferiores foram encontrados em
plantas cultivadas em FL + CK e FL + %2 CK, respectivamente, podendo-se inferir que o tipo
de luz utilizada interferiu mais no desenvolvimento das raizes do que o meio de cultura. Berka
et al. (2014) também nao observaram influéncia do meio no comprimento médio de raizes de
plantulas de orquideas cultivadas in vitro com o fertilizante Kristalon ou com %2 MS. Para a
massa seca da parte aérea e radicular, melhores resultados foram encontrados em LED + CK,
demonstrando o efeito da qualidade da luz e da disponibilidade de nutrientes no acimulo de
massa seca em plantas cultivadas in vitro. Resultado semelhante foi obtido por Assis (2015)
que concluiu que houve um aumento no acimulo de biomassa em plantas de Solidago
canadensis cultivadas sob ilumina¢do com lampadas de LED. Castro et al. (2005), estudando
o desenvolvimento in vitro de mandacaru, obtiveram melhores resultados para altura, massa
fresca e seca da parte aérea utilizando o meio MS adicionado de 4cido naftalenacético (ANA -
0,01 mg L’l), contudo, para a massa fresca e seca das raizes ndo houve diferenca estatistica,
apesar do uso da auxina. Os resultados obtidos deixam evidentes que a qualidade da luz
interfere de modo positivo no crescimento e desenvolvimento de C. jamacaru, e até de forma

mais evidente do que a composic¢ao nutricional do meio de cultura.
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Posteriormente, as plantas obtidas foram levadas ao ambiente ex vitro para a etapa de
aclimatizacao (Figura 2E) e, nesta fase, foi possivel observar taxa de sobrevivéncia de 100%,
ap6s 30 dias (Figura 2F), para as plantas provenientes de todos os tratamentos utilizados in
vitro. A aclimatizacdo € a etapa mais critica do cultivo in vitro e pode comprometer a
producdo das mudas de algumas espécies, uma vez que as plantas sdo expostas a mudancgas
drésticas no que se refere as condigdes ambientais, sendo a perda de 4gua um dos principais
problemas (ROCHA et al.,, 2008). No entanto, a aclimatizacdao de diferentes espécies de
cacticeas tem sido realizada com éxito, obtendo-se taxa de sobrevivéncia, geralmente, entre
80 e 100% (LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014; SOUZA et al., 2015). De acordo com

Malda et al. (1999), a suculéncia do caule dos cactos representa um atributo positivo que

minimiza o estresse ocasionado na planta durante esta etapa.

5.2 EXPERIMENTO II - MICROPROPAGACAO DE CEREUS JAMACARU

A adicdo de BAP, TOP e KIN propiciou resposta morfogénica em 100% dos explantes
inoculados, enquanto para o TDZ tal percentual foi de apenas 35,71% (Tabela 4). O tipo de
resposta morfogénica também variou conforme a citocinina utilizada (Tabela 4, Figura 3),
sendo observados explantes que formaram apenas brotacdes (KIN), explantes que formaram
apenas brotacdes ou brotagcdes e calos (BAP) e outros que formaram apenas calos, apenas
brotacdes ou ambos num mesmo explante (TOP e TDZ). As respostas morfogénicas induzidas
em células e tecidos cultivados in vitro podem variar consideravelmente de acordo com
diferentes fatores, incluindo o gendtipo, o tipo de explante utilizado, o meio de cultura, e
especialmente o tipo e a concentracdo dos reguladores de crescimento (SOUZA; PEREIRA,
2007).

Tabela 4 - Percentual de explantes responsivos e de resposta morfogénica encontrada apds 60
dias de cultivo in vitro em meio de multiplicagdo com diferentes citocininas.
Resposta Morfogénica

Explantes Explantes que Explantes que Explantes que
Tratamentos )
responsivos (%) formaram calos formaram brotos formaram calos e
(%) (%) brotos (%)

BAP 100,00 0 42,85 57,14
TOP 100,00 21,42 64,28 14,28
KIN 100,00 0 100 0

TDZ 35,71 14,28 14,28 7,14

Fonte: Construida com os dados da pesquisa.



38

Figura 3 - Micropropagacdo de Cereus jamacaru: A) Explantes apresentando brotagdes (—)
e calos (*) em meio suplementado com TOP; B) Brotacdes obtidas em meio suplementado
com KIN; C) Brotagdes obtidas em meio suplementado com BAP; D) Formacao de calos em
meio suplementado com TDZ. Barra = 1 cm.

R

Fonte: Imagens captadas pelo pesquisador.

Neste trabalho, a formacao das brotacdes em todos os tratamentos utilizados foi obtida
diretamente pela ativacdo de gemas axilares, também chamada de ativacdo de aréolas, que € a
técnica mais aplicada para a multiplicacdo de cactaceas (SILVA; FERREIRA, 2016), uma vez
que reduz a ocorréncia de variacdo somaclonal, quando comparada ao cultivo de calos
(morfogénese indireta) (PEREZ—MOLPHE—BALCH et al., 2015). Os resultados referentes ao
numero de brotos formados por explante inoculado indicaram diferenca significativa entre os
tratamentos estudados, sendo BAP o melhor, seguido de TOP, com médias de 4,3 e 3,1,
respectivamente (Gréfico 1). Resultados inferiores ao desse estudo foram obtidos por Correia
et al. (2009), que estudaram os efeitos da concentracdo de BAP adicionado ao meio JADS na
formacgao de brotos de mandacaru, apds 60 dias de cultivo in vitro, e observaram que para a

concentragio de 1 mg L' ocorreu a formagdo de apenas 1,23 brotos/explante.
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Grafico 1 - Numero médio de brotacdes formadas por explante inoculado na
micropropagacdo de mandacaru (Cereus jamacaru), aos 40 dias de cultivo. Médias seguidas
por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).
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Fonte: Construido com os dados da pesquisa.

O uso da citocinina, combinada ou nio com baixos niveis de auxinas, € indispensavel
na fase de multiplicacdo das cactdceas, uma vez que este regulador € responsavel pela quebra
da dominancia apical e pela indu¢do da proliferacdo das gemas axilares (SILVA; FERREIRA,
2016). Monostori et al. (2012) conseguiram a formacdo de 3,8 brotos/explante de mandacaru
em meio MS suplementado com 2 mg L” de BAP e 0,1 mg L' de ANA (4cido
naftalenoacético), valores inferiores ao do presente estudo. Tal resultado demonstra que o uso
da auxina para esta espécie pode ser dispensdvel e que o meio simplificado CAC pode ser
utilizado em substitui¢do ao MS.

Outros autores também conseguiram induzir a formacdo de brotacOes em diferentes
espécies de cacticeas, utilizando a combinacdo de citocinina e auxina. Langer e Mergener
(2013) obtiveram em média 2,5 brotacdes de Cereus hildmannianus apds 80 dias de cultivo
em meio MS adicionado de BAP e AIA. Ja Ojeda-Zacarias et al. (2012) utilizaram apenas
KIN em meio MS para a multiplicacdo de Hylocereus undatus.

Em relagdo a altura dos explantes, melhores resultados foram obtidos nos tratamentos
adicionados de KIN, TDZ e TOP (Gréafico 2). As citocininas s3o uma classe de
fitorreguladores que incrementam o crescimento € o desenvolvimento vegetal, estimulando a

divisdo das células (DARIO et al., 2005); contudo, também podem vir a ocasionar o
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encurtamento das brotagdes, sendo tal comportamento, geralmente, associado ao uso do BAP.
A inibi¢do do alongamento das brotacdes C. jamacaru pelo uso de BAP foi demonstrada por

Oliveira et al. (2008), confirmando os resultados encontrados no presente trabalho.

Griafico 2 - Altura média das brotagdes obtidas na micropropaga¢do de mandacaru (Cereus
Jjamacaru), aos 40 dias de cultivo. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
Teste de Tukey (P < 0,05).
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Fonte: Construido com os dados da pesquisa

Santos et al. (2012), estudando a micropropagacdo de Cereus albicaulis, relataram a
existéncia de uma correlagdo negativa entre a concentracio de BAP e o comprimento dos
brotos formados, demostrando que menores concentragdes desta citocinina foram favordveis
ao alongamento da parte aérea; resultados que também estdo de acordo com os obtidos por
Fontes (2014) para a palma forrageira, variedade Orelha de Elefante Mexicana. Perante o
exposto, € possivel inferir que existe uma relagdo antagdnica entre o nlimero € o comprimento
médio dos brotos, sendo que brotacdes maiores ndo requerem a fase de alongamento,
reduzindo assim os custos de produgdo e o tempo para as mudas serem levadas a fase final de

aclimatizacgao.
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6 CONCLUSAO

Todos os tratamentos utilizados apresentaram taxas de germinacdo acima de 70%,
sendo o LED + % CK o mais adequado para germinacdo in vitro de mandacaru, devido ao
maior percentual de sementes germinadas e menor percentual de contaminagao.

As lampadas de LED propiciaram melhores resultados para o desenvolvimento inicial
de plantulas de mandacaru apés 80 dias de cultivo in vitro, contudo, o percentual de
sobrevivéncia das plantas apds 30 dias de aclimatizacdo ndo foi influenciado por este fator
(fonte de Iuz).

O meio simplificado CAC pode ser utilizado em substituicdio ao MS na
micropropagacdo in vitro de mandacaru. Todos os reguladores de crescimento utilizados
induziram respostas morfogénicas, sendo BAP o que proporcionou a formacdo de um maior

nimero de brotagdes, porém, com menor altura.
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