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MICROPROPAGACAO E ENRAIZAMENTO DE GENOTIPOS DE PALMA
FORRAGEIRA RESISTENTES A COCHONILHA-DO-CARMIM

RESUMO - Os cultivos da palma forrageira estdo mais concentrados nos estados da
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, estimando hoje cerca de 500.000 ha no Nordeste. Devido
ao ataque da cochonilha-do-carmim nas plantagdes da regido do Nordeste, cerca de R$400
milhdes foram os prejuizos causados aos agricultores da Paraiba. A praga cochonilha-do-
carmim afeta no desenvolvimento da planta, causando definhamento e amarelecimento,
levando-a morte. A palma forrageira ganhou espaco na regido, devido a sua utilizagdo na
racdo animal, nos periodos de estiagem e adaptabilidade a condi¢des edafocliméticas. Ja
foram identificados genétipos de palma forrageira resistentes a cochonilha-do-carmim.
Neste estudo foi proposto o ajuste de protocolos para a produgdo em larga escala de mudas
micropropagadas in vitro e testar métodos de enraizamentos em genétipos de palma
forrageira resistentes a cochonilha-do-carmim. O primeiro experimento dividiu-se em
quatro etapas: inducdo de brotos, crescimento de brotos, multiplicacdo de brotos e ensaio
com meios de cultura, onde foram avaliadas diferentes concentragdes da combinacdo de
sacarose e BAP, para os gen6tipos Mituda (Nopalea cochenillifera Salm-Dyck) e Orelha de
Elefante Mexicana (Opuntia stricta Haw). O segundo experimento dividiu-se em trés
etapas: estabelecimento de gemas, proliferacio de brotos e enraizamento ex vitro dos
brotos, onde foram avaliadas a influéncia de diferentes concentracdes de reguladores de
crescimento na proliferacdo de brotos in vitro e no enraizamento ex vitro do genétipo
Baiana (Nopalea cochenillifera Salm-Dyck). Conclui-se que, no primeiro experimento, a
utilizacdo das menores concentragdes de sacarose e BAP satisfazem a multiplicagdo in
vitro dos genétipos Midda e Orelha de Elefante Mexicana, por outro lado, no segundo
experimento ndo € necessario o uso de reguladores de crescimento para o enraizamento ex

vitro de brotos do gendtipo Baiana obtidos in vitro.

Palavras-chave: Nopalea cochenillifera Salm-Dyck, Opuntia stricta Haw, ex vitro, in

vitro.
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MICROPROPAGATION AND ROOTING OF CACTUS PEAR GENOTYPES
RESISTANTS TO CARMINE COCHINEAL

ABSTRACT - The cultivation of cactus pear are more concentrated in the states of
Paraiba, Pernambuco and Alagoas, today estimated about 500,000 ha in the Northeast. Due
to the attack of the carmine cochineal in plantations of the Northeast, approximately R$
400 million was the damage caused to farmers of Paraiba. The plague of carmine cochineal
affects plant development, causing stunting and yellowing, leading to death. The cactus
pear has gained ground in the region, due to its use in animal feed during periods of
drought and adaptability to environmental conditions. Genotypes of cactus pear resistant to
the carmine cochineal have been identified. This study proposed the setting of protocols for
large scale production of plantlets in vitro and test methods to rooting shoots of cactus pear
genotypes resistant to the carmine cochineal. The first experiment was divided into four
stages: induction of shoots, growth of shoots, shoot multiplication and assay with culture
media, where different concentrations of the combination of sucrose and BA were
evaluated for genotypes “Miuda” (Nopalea cochenillifera Salm-Dyck) and “Orelha de
Elefante Mexicana” (Opuntia stricta Haw). The second experiment was divided into three
stages: establishment of buds, shoot proliferation and ex vitro rooting of shoots, where the
influence of different concentrations of growth regulators were evaluated on in vitro shoot
proliferation and ex vitro rooting of genotype “Baiana” (Nopalea cochenillifera Salm-
Dyck). Conclude that in the first experiment, the use of lower concentrations of sucrose
and BAP satisfy the in vitro multiplication of genotypes “Mitda” and “Orelha de Elefante
Mexicana”, on the other hand, in the second experiment is not necessary to use growth

regulators to ex vitro rooting of shoots of genotype Baiana obtained in vitro.

Keywords: Nopalea cochenillifera Salm-Dyck, Opuntia stricta Haw, ex vitro, in vitro.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1. INTRODUCAO

A medida que os péassaros comiam as frutas, a palma forrageira se espalhava na
costa mediterranea. Os seus cladédios podem percorrer uma longa distancia, sem perder a
capacidade de enraizamento. E muito utilizada na alimentagdo humana, na ragio animal,
na producdo de energia (biogds), na medicina, na indudstria de cosméticos, na prote¢do do
solo, além de uma infinidade de usos (BARBERA, 2001). J4 vem sendo produzida em
larga escala, por diversos paises, como México, Austrdlia, fndia, Marrocos, entre outros,
para comercializacdo agroindustrial e culindria (PEREIRA; LOPES, 2011).

E considerada uma planta muito bem distribuida e explorada, mesmo em 4reas de
subsisténcia como as zonas aridas e semidridas, que pela falta de recursos naturais e
produtivos, forcam os agricultores e criadores a voltarem sua atencao, para as espécies que
podem ai sobreviver e produzir com rentabilidade (BARBERA; INGLESE, 1993).

A palma € uma forrageira tem as suas propriedades fisioldgicas caracterizadas por
um processo fotossintético eficiente, conhecido como Metabolismo Acido das
Crassulaceas - CAM (SANTOS et al., 2006), apresenta um alto grau de resisténcia a seca e
as temperaturas elevadas, tem maior adaptabilidade a solos com baixa fertilidade, produz
bem utilizando pouca dgua, tem maior viabilidade e eficiéncia econdmica. E plantada em
regides com problemas ambientais e falta de recursos naturais, como dgua, e também ¢é
plantada em 4reas com producdo intensiva, objetivando a reducdo de impactos ambientais
(BARBERA, 2001). Mesmo com toda a viabilidade econdmica da utilizacdo do corante
carmim, a Europa nio obteve com facilidade a planta hospedeira da cochonilha-do-carmim
(Dactylopius opuntiae), pois era proibida a exportacdo de cladédios infestados pelo inseto
(DONKIN, 1977).

O Nordeste brasileiro ocupa 1.600.000 km? do territério nacional e o Semidrido
Nordestino também conhecido como Poligono das Secas € a drea de maior incidéncia das
secas e estende-se por 980.000 km? (LOPES; SANTOS; VASCONCELOS, 2012). Os
cultivos de palma forrageira produzem uma biomassa acima de 150 toneladas de matéria
verde/ha/ano, desde que se associem a prdticas agronomicas adequadas e variedades de

elevado potencial produtivo (LOPES; SANTOS; VASCONCELOS, 2012). Utiliza-se a



Opuntia, eliminando-se com cuidado seus espinhos, na alimentacdo de gado de leite e de
corte, de bois, ovelhas e porcos, mas nao na alimentagao de cavalos (GRIFFITHS, 1905).

Lopes et al. (2010), fizeram a selecdo de genétipos de palma forrageira (Opuntia
spp.) € (Nopalea spp.) resistentes a cochonilha-do-carmim na Paraiba, e concluiram que os
gendtipos Baiana, Midda, Orelha de Elefante Africana, Orelha de Elefante Mexicana,
Orelha de Onca e Palma Azul, sdo resistentes. Concluiram também que os genotipos Palma
ornamental, X-Italiana, Palma Gigante, F5, F8, F11, V12, IPA-Clone 20, Orelha-de-onga,
Redonda, Branco Sao Pedro, Formosa, Lingua-de-vaca e Gigantona, sdo suscetiveis a
cochonilha-do-carmim.

A cochonilha-do-carmim tem causado grandes prejuizos as lavouras de palma
forrageira nos estados de Pernambuco, Paraiba e Ceard. A praga € disseminada através de
animais, veiculos, vento, mudas e raquetes da planta. Dados de junho de 2007 mostram que
a Paraiba ja apresenta 63 municipios infestados pela praga, todos com ataques e perdas
acima de 90% (LOPES et al., 2010). O controle do inseto cochonilha-do-carmim pode ser
quimico, mecanico e com o uso de cultivares resistentes (CAVALCANTI et al., 2001).

Pesquisas com selecdo de clones resistentes a cochonilha-do-carmim mostram que
as cultivares de palma forrageira “Orelha de Elefante Mexicana" (Opuntia stricta Haw
Mill) e “Baiana” e “Miuda” (Nopalea cochenillifera Salm-Dyck) e vem se destacando
como resistentes (VASCONCELOS et al., 2002; LOPES et al., 2010).

A propagacdo por semente de palma forrageira, para fins de melhoramento
genético, deveria permanecer como ferramenta exclusiva para espécies ornamentais € em
risco de extincdo, principalmente nos paises em que ha restricoes de quarentena
(GRAHAM, 1987). A multiplicagdo das Opuntias acontece geralmente por meio de
estaquia dos cladddios, por outro lado, a propagacdo sexual através da multiplicagdo por
sementes, foi estudada como uma alternativa, porém apresentou diversos problemas, como
a segregacdo genética, o prolongamento da fase juvenil e o crescimento lento, quando
comparada com a multiplicagdo assexual (VILLALOBOS, 2001).

Técnicas de cultivo in vitro podem ser utilizadas para obtencdo de multiplicacio
vegetal em larga escala e de mudas com uniformidade genética, além de apresentar peso e
volume reduzidos, quando comparadas aos métodos tradicionais (VILLALOBOS, 2001).
Escobar et al. (1986) desenvolveram um método de micropropagacao muito eficiente para
Opuntia amylacea, de acordo com o qual em 100 dias era possivel obter 25.000 plantas

provenientes de um cladédio de cerca de 5 cm.



2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi ajustar protocolos para producdo em larga escala de
mudas micropropagadas in vitro e testar métodos de enraizamento em gendtipos de palma

forrageira resistentes a cochonilha-do-carmim.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cultura de tecidos vegetais

Em 1838, Schleiden e Schwann formularam a teoria da totipotencialidade, que
parte da premissa que todas as células da planta podem gerar um individuo, utilizando
técnicas da cultura de tecidos vegetais (VASIL et al., 1979). A técnica da cultura de tecidos
vegetais exige condicdes assépticas de manuseio e a escolha de uma boa planta matriz que
ajuda a reduzir a contaminacdo (SHARP et al., 1979).

Entre as aplicacdes da cultura de tecidos, a micropropagacdo € a técnica que gera
maior impacto e resultados mais concretos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). As
etapas da cultura de tecidos vegetais vao desde o estabelecimento da cultura in vitro até seu
enraizamento, culminando com a aclimatiza¢do da microplanta (BASTOS et al., 2007).

Frota et al. (2004), avaliaram o efeito do 6-benzilaminopurina (BAP) e do 4cido
indolacético (AIA) na proliferacdo e enraizamento de palma forrageira (Opuntia ficus-
indica (L.) Mill), concluindo que os melhores tratamentos para a proliferacdo e
enraizamento de brotos foram 4,44 uM BAP e 28,54uM AIA, respectivamente.

Khalafalla et al. (2007), obtiveram a maior taxa de multiplicacio de brotos
(26,5/por explante) aos 90 dias em meio MS suplementado com 22,19 uM BAP e 100% de
enraizamento no meio MS sem hormoénio ou suplementado com 2,85 uM AIA, embora o
maior nimero de raizes (15/ parte aérea) tenha sido obtido em meio MS suplementado com
AIA e todas as plantulas tenham sido estabelecidas com sucesso no solo.

Vasconcelos et al. (2007), estabeleceram protocolo de micropropagagdo para a cv.
Midda (Nopalea cochenillifera Salm-Dyck), tendo concluido que o melhor meio foi o MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 3% de sacarose, 4,44 uM BAP e 0,57
uM AIA. Concluiram também que o corte longitudinal dos cladédios na fase de

multiplicacdo, favoreceu a emissdo de brotos no meio anteriormente citado e que o meio de



cultura MS bésico sem reguladores de crescimento, promoveu bom enraizamento dos

explantes.

3.2 Palma forrageira

O Semidrido Nordestino caracteriza-se por solos rasos, pedregosos ou arenosos,
com pouca matéria organica, porém ricos em minerais soliveis e pH neutro ou préximo de
sete. A regido se caracteriza por ter um balanco hidrico negativo, resultante de
temperaturas médias anuais de 23°C a 27°C, com amplitude didria de mais ou menos 10°C,
precipitacoes médias anuais inferiores a 800 mm, insolacdo média de 2.800 h/ano,
evaporacdo de 2000 mm/ano e umidade relativa do ar média de 50% (MOURA et al.,
2007). A vegetacdo tipica que ocupa maior parte no semidrido nordestino € a Caatinga, sao
plantas predominante efémeras, carnosas ou suculentas, lenhosas, geralmente, tolerantes a
longos periodos de estiagem (CHIACCHIO et al., 2006).

A introducdo da palma forrageira no Nordeste ndo tem uma data bem definida,
existindo muita controvérsia sobre o assunto entre os autores (SOUZA, 1966; FARIAS et
al., 1984). Segundo Pessoa (1967), a introducdo da palma forrageira pode ter ocorrido
antes de 1900, mas Pupo (1979) afirma que a cactacea foi introduzida no Estado de
Pernambuco, vinda do Texas (EUA), por volta de 1880.

Em meio as espécies cultivadas e selvagens mais usadas da palma forrageira, uma
espécie pertence ao género Nopalea e doze pertencem ao género Opuntia. A Opuntia ficus-
indica, conhecida popularmente como palma Gigante, pertence a classe Liliateae, familia
Cactaceae, subfamilia Opuntioideae, género Opuntia, subgéneros Nopalea e Opuntia, é
uma espécie xerdfila com grande potencialidade na Caatinga brasileira (CHIACCHIO et
al., 2006; ARAUJO FILHO, 1977).

Em muitos paises a palma forrageira € cultivada de forma extensiva para produgdo
de forragem animal e frutos, sendo também utilizada na prevengdo contra a degradacio
ecologica de ambientes sensiveis ao longo prazo (PIMIENTA et al., 1993). Segundo
Lopes, Santos e Vasconcelos (2007), no Nordeste brasileiro, sdo encontrados, dentre varios
genoétipos, trés dos principais tipos de palma forrageira, Doce ou Miuda (Nopalea
cochenillifera Salm-Dyck), Gigante (Opuntia ficus-indica) e Redonda (Opuntia sp.).

A palma forrageira € cultiva na Paraiba nas Microrregides do Cariri Oriental e

Ocidental, Curimatad Ocidental e Oriental, Campina Grande, Serra do Teixeira,



Umbuzeiro, Itaporanga, Piancé, Cajazeiras e Seridé Oriental. Nas sete primeiras
microrregides € onde se concentra as suas maiores areas cultivadas, pois o clima é ameno,
a temperatura a noite varia de 13 a 18°C, umidade relativa do ar alta, em torno de 80%, a
noite, tem a influéncia dos fatores climaticos, que sao muitos importantes quando se tem
em vista a nutricdo dos cladédios (LOPES; SANTOS; VASCONCELOS, 2012).

Estima-se que hoje existam cerca de 500.000 ha no Nordeste, cultivados com a
palma forrageira, concentrados nos estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Babhia,
Ceard e o Rio Grande do Norte. Introduzida na regido semidrida nordestina em meados dos
séculos XIX a palma (Opuntia ficus-indica), tinha como objetivo a produ¢do do corante
“carmim-cochonilha” (Agricultura, 2013). Apesar da grande decepcdo na produgdo do
corante, a palma ganhou espago na regidao devido a sua utilizagdo na rag¢do animal, nos
periodos de estiagem e adaptabilidade a condicdes edafocliméticas do sertdo, devido a suas
propriedades fisioldgicas, hoje a palma forrageira estd totalmente incorporada a paisagem
do Nordeste.

As plantas CAM tém como caracteristica fundamental a sua suculéncia, que nas
Opuntias, apresentam-se de diversas formas, como a nivel morfoldgico por seus cladodios
grossos e a nivel anatdmico por seus enormes vacuolos cheio de dgua nas células
fotossintéticas e as diversas camadas de células armazenadoras de dgua (NOBEL, 2001).
As plantas CAM, abrem seus estomatos durante as noites frias e fecha-os durante o dia por
causa das altas temperaturas e do clima seco. Com o fechamento dos estdmatos durante o
dia as plantas minimizam a sua perda de d4gua, mas uma vez que a dgua e o CO, partilham
da mesma rota de difusdao, o CO; necessita ser capturado durante a noite (TAIZ e ZEIGER,
2000).

O metabolismo CAM € uma modificacdo do ciclo C4, de forma que agora ndo
existe uma separagdo espacial entre a fixacdo do CO, feita pela PEPcase e pela Rubisco,
mas sim, uma separagao temporal. Nas plantas CAM, a fixacdo do CO, feita pela PEPcase
ocorre somente a noite, ao contrario das outras plantas C4, onde a atividade dessa enzima é
limitada ao periodo diurno. A vantagem desse metabolismo € que as plantas CAM
apresentam uma menor perda de dgua, visto que precisam abrir os seus estdmatos somente
a noite para fixar o CO, atmosférico. Durante a noite o 4cido madlico ou malato é
acumulado no vacuiolo dessas plantas e durante o dia, esse dcido orgénico € transportado
para o citosol, onde € descarboxilado e a Rubisco ird fixar o CO; no Ciclo de Calvin

(TAIZ; ZEIGER, 2006).



As plantas C3, como por ex. feijdo e soja, perdem de 400 a 500 g de 4gua e as
plantas C4, como por ex. cana de acticar e milho, perdem de 250 a 300 g de dgua para cada
grama de CO; fixado, ou seja, a planta C3 perde de 5-8 vezes e a C4 perde de 3-5 vezes
mais dgua para cada grama de CO; obtido, quando comparadas com as plantas CAM,
como por ex. abacaxi e cactdceas, que perdem apenas 50 a 100 g de dgua para cada grama
de CO, fixado (TAIZ; ZEIGER, 2006).

As Opuntias apresentam baixos teores de proteinas, alto teor de umidade e alta
digestibilidade (FELKER, 2001). Segundo Hills (2001), uma das caracteristicas das
Opuntia ficus-indica € a presenca de um sistema radicular superficial, carnoso e com
distribuicao horizontal. A palma é um excelente alimento para os rebanhos, porém precisa
ser fornecida com outro alimento rico em fibra, por exemplo, silagem, feno, bagaco de
cana, qualquer alimento que possa corrigir a deficiéncia de fibra, devido ao seu percentual
de proteina crua e de determinados nutrientes minerais serem baixas.

O fruto da palma forrageira, é conhecido comercialmente como figo-da-india, é
ovoide, grande, roxo ou amarelo e com espinhos no pericarpo, possui um alto valor
nutritivo, apresentam também na sua composicao fibras, carboidratos, soliveis e cdlcio,
sendo rico em vitaminas e magnésio (PIMIENTA-BARRIOS; BARBERA; INGLESE,
1993).

O bom rendimento da palma forrageira esta relacionado as areas com médias de
400 a 800 mm anuais de chuva, umidade relativa do ar acima dos 40% (VIANA, 1969), e
temperaturas diurnas e noturnas em torno de 25 e 15°C, respectivamente (NOBEL, 1995).
A palma forrageira tem um sabor doce, levemente dcido e bastante refrescante (LOPES;
SANTOS; VASCONCELOQOS, 2012).

Segundos Lopes; Santos e Vasconcelos (2012), a palma Doce ou Miuda (Nopalea
cochenillifera) é uma planta de porte pequeno e caule bastante ramificado. A sua raquete
pesa cerca de 350 g, comprimento de 25 cm, sua forma € acentuadamente obovada (dpice
mais largo que a base), coloracdo verde intenso brilhante. As flores sdo avermelhadas e sua

corola permanece meio fechada durante o ciclo (Figuras 1 e 3).
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FIGURA 1 - (A) Plantio no campo; (B) Flor; (C) Fruto e (D) Sementes, da palma
forrageira gendtipo Midda, no Campo Experimental do CDSA/UFCG, Sumé - PB, 2014.

A palma Orelha de Elefante Mexicana (Opuntia stricta Haw) (Figuras 2 e 3), e
apresenta espinhos, dificultando assim o seu manejo como forrageira, porém, apesar dessa
caracteristica indesejavel na alimentacdo animal, € uma planta com maior resisténcia a
seca, pois os espinhos servem para reduzir a temperatura do caule modificado durante o dia

e sua presenc¢a diminui também a captagdo de luz pelos cladédios (NOBEL, 1983).

FIGURA 2 — Palma forrageira do gendtipo Orelha de Elefante Mexicana.



FIGURA 3 - Plantacdo de gendtipos micropropagados de palma forrageira resistentes a
cochonilha-do-carmim, no Campo Experimental do CDSA/UFCG, Sumé — PB, 2014.

3.3 Cochonilha-do-carmim
Uma das principais pragas que atacam a palma forrageira € a cochonilha-do-

carmim (Dactylopius opuntiae) que produz o corante natural conhecido como “carmim-
vermelho”, fabricado a partir da sintese do acido carminico. O ataque dessa praga afeta o
desenvolvimento da planta, causando definhamento e amarelecimento, levando a sua morte
(Figura 4). O inseto cochonilha-do-carmim vive na parte inferior das raquetes de palma
forrageira, formando col6nias protegidas por uma cobertura cerosa, que serve para proteger

contra os raios solares (SANTOS, 2009).

FIGURA 4 - (A) Coldnias de cochonilha-do-carmim; (B) Corante carmim de
cochonilha.



A cultura da palma forrageira € uma atividade lucrativa para os caririzeiros, pois
além da alimentacdo dos rebanhos, se obtém renda extra para o sustento da familia. Um
hectare de palma nas épocas de estiagem prolongadas chega a custar entre R$ 1.800,00 e
2.000,00. Em um hectare de palma forrageira se produz, em média, 400 kg de cochonilha
seca que comercializada a R$ 2,50 somariam R$ 1.000,00. Com esses dados, infere-se que,
economicamente, ¢ mais rentdvel produzir a palma para comercializa¢do dos cladédios do
que da cochonilha, pois uma vez que a praga encontra-se estabelecida no palmal todas as
plantas degeneram drasticamente, chegando a morrerem e nao servirem de alimento para

os animais (LOPES et al., 2010).
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CAPITULO 2 - MICROPROPAGACAO DE GENOTIPOS DE PALMA
FORRAGEIRA RESISTENTES A COCHONILHA-DO-CARMIM

RESUMO - No semidrido Nordestino a palma forrageira € popularmente conhecida como
“ouro verde”; ¢ oriunda do México, onde ja foram identificadas mais de 100 variedades. A
palma suporta grandes periodos de estiagem nas regides semidridas, como no semidrido
nordestino, auxiliando os agricultores que a utilizam na racdo animal. Mas, é preciso
fornecé-la com outros alimentos ricos em fibras como bagaco de cana e silagem. O
principal objetivo deste trabalho foi ajustar um protocolo para producdo em larga escala de
mudas micropropagadas de gendtipos de palma forrageira resistentes a cochonilha-do-
carmim. Os experimentos foram divididos em cinco etapas: indu¢do de brotos, crescimento
de brotos, multiplicag¢do de brotos, ensaio com meios de cultivo e enraizamento. No ensaio,
utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2x2 (cinco
concentracdes do regulador de crescimento 6-benzilaminopurina [BAP]: 4,44; 8,87; 13,31;
17,74 e 22,19 uM; dois genétipos: Miuda e Orelha de Elefante Mexicana; duas
concentragdes de sacarose: 3 € 5% p/v) , com 10 repeticdes. As varidveis analisadas foram
altura de brotos e nimero de brotos. Os melhores resultados para altura de brotos no
genotipo Mitdda foram obtidos no tratamento suplementado com 8,87 uM BAP e 5% (p/v)
de sacarose, e para numero de brotos o melhor resultado foi obtido no tratamento
suplementado com 4,44 uM BAP e 3% (p/v) de sacarose. Por outro lado, o gendtipo
Orelha de Elefante Mexicana alcancou os melhores resultados para a altura e nimero de
brotos no tratamento suplementado com 22,17 uM BAP e 5% (p/v) de sacarose. Pode-se
concluir que, em geral a combinagdo de 4,44 uM BAP e 3% (p/v) de sacarose satisfaz a

multiplicacdo in vitro de ambos gendtipos.

Palavras-chave: multiplicacdo in vitro, Opuntia sp., Nopalea sp., Dactylopius opuntiae.
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CHAPTER 2 - MICROPROPAGATION OF CACTUS PEAR GENOTYPES
RESISTANTS TO CARMINE COCHINEAL

ABSTRACT - In semiarid Northeast cactus pear is popularly known as "green gold";
come from Mexico, where more than 100 varieties have been identified. The cactus pear
supports large periods of drought in semi-arid regions, as in the semi-arid northeast,
assisting farmers to use in animal feed. But, it’s necessary to provide it with other foods
rich in fiber such as sugarcane bagasse and silage. The main objective of this work was to
set a protocol for large-scale production of plantlets of cactus pear genotypes resistant to
carmine cochineal. The experiments were divided into five stages: induction of shoots,
growth of shoots, shoot multiplication, assay with culture media and rooting. In the assay,
it used the randomized design in a factorial 5x2x2 (five concentrations of growth regulator
6-benzylaminopurine [BA]: 4.44, 8.87, 13.31, 17.74 and 22.19 uM; two genotypes:
“Miuda” and “Orelha de Elefante Mexicana”; two concentrations of sucrose: 3 and 5%
w/v), with 10 repetitions. The variables analyzed were shoot height and number of shoots.
The best results for shoot height in the “Miuda” genotype were obtained in treatment
supplemented with 8.87 uM BAP and 5% (w/v) sucrose, and to number of shoots the best
results were obtained in the treatment supplemented with 4.44 uM BAP and 3% (w/v)
sucrose. On the other hand, the “Orelha de Elefante Mexicana” genotype achieved the best
results for the height and number of shoots in the treatment supplemented with 22.17 uM
BAP and 5% (w/v) sucrose.lIt can be concluded that, in general the combination of 4.44

uM BAP and 3% (w/v) sucrose, satisfies the in vitro multiplication of both genotypes.

Keywords: in vitro multiplication, Opuntia sp., Nopalea sp., Dactylopius opuntiae.
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1. INTRODUCAO

A regido semidrida do Nordeste do Brasil é uma das maiores, mais populosas e
mais secas do mundo, comumente apresenta um déficit hidrico prolongado, causando a
baixa produtividade das forragens nativas, o que dificulta a producdo de alimentos para os
animais. A palma forrageira é nativa do México e hd mais de 100 variedades identificadas.
No semidrido nordestino ela ¢ conhecida como “ouro verde”, por suportar grandes
periodos de estiagem, devido ao seu mecanismo fotossintético CAM (Metabolismo Acido
das Crassulaceas) (TAIZ; ZEIGER, 2006). As plantas CAM geralmente t€ém crescimento
lento, as vezes apresentam uma limitada capacidade reprodutiva, frequentemente t€ém
condi¢des muito especificas e limitadas para a producdo e germinaciao de sementes, como
também para a floragdo (MALDA; SUZA’N; BACKHAUS, 1999).

As espécies mais cultivadas no Brasil sdo a palma Gigante (Opuntia ficus-indica
(L.) Mill) devido a sua rusticidade e a palma Midda ou Doce (Nopalea cochenillifera
Salm-Dyck), que € mais exigente com relacdo a temperatura, dgua e solo. Os produtores
vendem as palmas para os que ndo t€m nas épocas secas no semidrido, obtendo assim mais
renda nesse periodo.

A palma forrageira é bastante rica em &4gua, mucilagem e residuo mineral;
apresentando alto coeficiente de produtividade e digestibilidade da matéria seca (SILVA;
SANTOS, 2006). A palma é um excelente alimento para os rebanhos, porém precisa ser
fornecida com outro alimento rico em fibra, por exemplo, silagem, feno, bagaco de cana,
qualquer alimento que possa corrigir a deficiéncia de fibra. Segundo Barbera (2001), a
palma € utilizada na alimentacdo humana, como ra¢do animal, fonte de energia, na
medicina, na indudstria de cosméticos e outras aplicagdes. Os primeiros relatos sobre os
danos causados a palma, devido a uma introdugdo erronea da espécie Dactylopius de
cochonilha-do-carmim, foi no estado do Pernambuco em 1998. Estima-se que hoje existam
cerca de 500.000 hectares cultivados com a palma forrageira no Nordeste, concentrados
principalmente nos estados de Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Bahia, Ceard e Rio Grande
do Norte.

Atualmente, algumas regides do estado de Pernambuco onde a palma € cultivada
véem sendo atacadas pela cochonilha-do-carmim (Dactylopius opuntiae-Hemiptera,
Dactylopidae), provocando perda significativa para o pecuarista do semidrido. Uma

alternativa de cultivo para a palma, em regides atacadas por esse inseto, € o plantio de
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clones resistentes. Em trabalhos de sele¢do de clones resistentes a cochonilha-do-carmim,
as palmas forrageiras Orelha de Elefante Mexicana (Opuntia ficus-indica (L.) Mill), além
da Miuda e Baiana (Nopalea cochenillifera Salm-Dyck) vém se destacando como
resistentes (VASCONCELOS et al.,, 2002; LOPES et al., 2005) e atualmente sdo
recomendadas para os produtores pelos 6rgdos governamentais de pesquisa e extensdo de
vérios estados da regido nordeste, como Paraiba e Pernambuco.

A cochonilha-do-carmim € uma das diversas espécies do género Dactylopius que
produzem o corante carmim. Essas espécies sdo criadas em cacticeas e podem se
transformar em pragas se a cultura ndo for conduzida tecnicamente ou se forem
disseminadas livremente nas plantas cultivadas (WARUBY et al., 2005). O inseto foi
introduzido no Brasil para que seu corante carmim natural fosse utilizado pelas industrias
alimenticia e téxtil, mas desde entdo ele vem dizimando as plantacdes de palma da regido
Nordeste, onde € produzida para alimentar os rebanhos de animais nos tempos de estiagem.

Lopes et al. (2010), fizeram a selecao de gendtipos de palma forrageira (Opuntia
spp.) € (Nopalea spp.) resistentes a cochonilha-do-carmim na Paraiba, e concluiram que os
gendtipos Baiana, Miuda, Orelha de Elefante Africana, Orelha de Elefante Mexicana,
Orelha de Onca e Palma Azul, sdo resistentes. Concluiram também que os genétipos Palma
Ornamental, X-Italiana, Palma Gigante, F5, F8, F11, V12, IPA-Clone 20, Orelha-de-onga,
Redonda, Branco Sao Pedro, Formosa, Lingua-de-vaca e Gigantona, sdo suscetiveis a
cochonilha-do-carmim.

As técnicas de cultivo in vitro de tecidos vegetais t€ém sido empregadas de
diferentes formas no desenvolvimento de cultivares superiores de plantas. Escobar et al.
(1986) desenvolveram um método de micropropagacdo muito eficiente para Opuntia
amylacea, de acordo com o qual em 100 dias foi possivel obter 25.000 plantas
provenientes de um cladédio de cerca de 5,0 cm.

Frota et al. (2004), avaliaram o efeito do 6-benzilaminopurina (BAP) e do 4cido
indolacético (AIA) na proliferagdo e enraizamento de palma forrageira (Opuntia ficus-
indica (L) Mill), concluindo que os melhores tratamentos para a proliferacio e
enraizamento de brotos foram 4,44 uM BAP e 28,54 uM AIA, respectivamente.

Khalafalla et al. (2007), trabalhando com Opuntia ficus-indica, obtiveram a maior
taxa de multiplicacio de brotos (26,5/por explante) aos 90 dias em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 22,19 uM BAP e 100% de

enraizamento no meio MS sem regulador de crescimento ou suplementado com 2,85 uM
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AIA, embora o maior nimero de raizes (15/ parte aérea) tenha sido obtido em meio MS
suplementado com AIA e todas as plantulas tenham sido estabelecidas com sucesso no
solo.

Vasconcelos et al. (2007), estabeleceram protocolo de micropropagagdo para a cv.
Midda (Nopalea cochenillifera Salm-Dyck), tendo concluido que o melhor meio foi 0 MS
suplementado com 3% de sacarose, 4,44 uM BAP e 0,57 uM AIA. Concluiram também
que o corte longitudinal dos cladédios na fase de multiplicacdo, favoreceu a emissdo de
brotos no meio anteriormente citado e que o meio de cultura MS basico sem reguladores de
crescimento, promoveu bom enraizamento dos explantes.

Este trabalho tem como principal objetivo ajustar um protocolo para producdo em
larga escala de mudas micropropagadas de genétipos de palma forrageira resistentes a

cochonilha-do-carmim.
2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos de micropropagacdo da palma forrageira foram conduzidos no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais, da Embrapa Algodao, em Campina Grande,
PB, no ano de 2011.

Foram coletados no municipio de Sumé - PB, aproximadamente quatro cladédios
jovens de dois genotipos de palma forrageira Miuda e Orelha de Elefante Mexicana, ambos
resistentes a cochonilha-do-carmim, com tamanhos variando entre 8,0-12,0 cm e no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais foram lavados com 4gua corrente e algumas
gotas de detergente liquido neutro (Figura 1 A-B). Em seguida, os cladédios foram levados
para a camara de fluxo laminar, imersos em alcool 70% por 1 minuto, sendo a seguir
transferidos para uma solug@o de hipoclorito de sodio a 5% (dgua sanitdria pura), acrescida
de uma gota de Tween 20 para cada 100 ml da solu¢do. Foram agitados manualmente por
15 minutos, lavados por trés vezes com dgua destilada estéril e acondicionados em placas
de Petri.

Os cladodios de cada gendtipo foram seccionados transversalmente, excisando-se
entre 33 e 57 gemas axilares por cladédio, com tamanho de aproximadamente 5,0 mm’
(Figura 1-C). As gemas axilares foram inoculadas individualmente em tubos de ensaio com
dimensdes de 14,5 cm de altura e 2,3 cm de diametro, fechados com tampas de

polipropileno, contendo 10 ml do meio de cultura com os sais e vitaminas do MS,

acrescido de sacarose a 5%, solidificado com agar a 0,6% e pH 5,7 (Figura 1-D). As etapas
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do experimento foram divididas em: a) inducdo de brotos, b) crescimento de brotos, c)
multiplicagdo de brotos, d) experimento com 10 meios de cultura e) enraizamento. Apds
cada etapa os cultivos foram mantidos em sala de crescimento por 30 dias, a temperatura

de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40 pmol.m™.s™.
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FIGURA 1 - (A) Coleta no campo de cladédios jovens de palma forrageira resistentes a
cochonilha-do-carmim, (B) Cladédios de palma forrageira com tamanhos variando de 8,0-
12,0 cm, (C) Gemas axilares isoladas com aproximadamente 5 mm 3, (D) Gema axilar
inoculada no meio MIB suplementado com 8,87 uM BAP e 1,43 uM AIA.

a) Inducio de brotos

Para a inducdo de brotos utilizou-se meio de cultura MIB (Meio de Inducdo de
Brotos) contendo a mistura basal de sais e vitaminas do MS modificado, suplementado

com a combinacdo de 8,87 uM BAP e 1,43 uM AIA (Figura 2).

b) Crescimento de brotos

Ap6s ficarem no meio de indugdo de brotos, os explantes foram transferidos para o
meio de crescimento de brotos (MCB), contendo a mistura basal de sais e vitaminas do MS

modificado, suplementado com a combinacdo de 2,22 uM BAP e 1,43uM AIA. As bases



19

dos explantes foram seccionadas transversalmente para elimina¢do dos tecidos oxidados

(Figura 2).
¢) Multiplicacao de brotos

Ap6s 30 dias no meio de crescimento de brotos, os explantes foram transferidos
para o meio de multiplicagao de brotos (MMB), suplementado com a mistura basal de sais
e vitaminas do MS modificado, suplementado com a combinagdo de 4,44 uM BAP e 1,43
uM AIA. Apoés alguns subcultivos os explantes foram transferidos dos tubos de ensaio para

frascos com dimensdes de 8,0 cm de altura e 5,0 cm de didmetro (Figura 2).
d) Ensaio com meios de cultivo

Ap6s 30 dias nos meios de multiplicacdo, efetuou-se a medicao das alturas (cm) dos
brotos e aqueles com tamanhos entre 1,5 e 4,0 cm foram escolhidos e seccionados
transversalmente na base e no dpice para a quebra da dominéncia apical. A seguir foram
novamente seccionados em cilindros com tamanho de aproximadamente 5,0 mm de
espessura.

Estes cilindros foram cortados longitudinalmente, originando dois explantes, que
foram inoculados individualmente em tubos de ensaio, contendo meios de cultura MS
modificado com cinco concentracdes de BAP (4,44; 8,87; 13,31; 17,74 e 22,19 uM) em
combinacdo com duas concentracdes de sacarose (3 e 5% p/v). As gemas originais
remanescentes foram novamente transferidas para o meio MCB.  Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2x2 (cinco concentracoes
de regulador de crescimento, dois genétipos, duas concentragdes de sacarose), com 10
repeticoes.

Ap6s os explantes do gendtipo Orelha de Elefante Mexicana terem sido submetidos
ao ensaio com 10 meios de cultivo, observou-se que os brotos ndo haviam crescido o
suficiente, sendo necessdrio a utilizacdo do regulador de crescimento 4cido o-
naftalenoacético (ANA) na concentragdo 0,27 uM, o que proporcionou o alongamento dos

brotos, facilitando o seu posterior enraizamento.
e) Enraizamento

Apos seis meses no meio MMB os brotos com tamanhos variando de 1,0-3,0 cm

foram enraizados in vitro/ex vitro. Os brotos enraizados in vitro permaneceram por 60 dias
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na sala de crescimento , a temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade
luminosa de 40 pmol.m™.s™. J4 os brotos enraizados ex vitro foram plantados em substrato

vermiculita:turfa onde permaneceram por 60 dias em BOD a 25°C.

Os brotos enraizados in vitro/ex vitro foram depois transplantados para saquinhos

plasticos contendo terra:areia:esterco (2:1:1) em telado 50%, no Campus de Sumé/CDSA.

Os resultados obtidos nos ensaios de multiplicacdo referentes a varidvel nimero de

brotos (NB) foram transformados para +/x+1. Todas as varidveis foram analisadas através
do programa de estatistica SAS, aplicando-se a andlise de varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Aclimatizagédo

Enraizamento EESSE
in vitro/ex vitro i |

Meio MMB

6 meses

FIGURA 2 - Ciclo de 12 meses de multiplicacdo in vitro de palma forrageira. Etapas:
coleta dos cladédios no campo, desinfestacdo em laboratério, inoculacdo das gemas
axilares no meio de indugdo de brotos - MIB (8,87 uM BAP + 1,43 uM AIA), meio de
crescimento de brotos - MCB (2,22 uM BAP + 1,43 uM AIA), meio de multiplicacdo de
brotos - MMB (4,44 uM BAP + 1,43 uM AIA), enraizamento dos brotos in vitro/ex vitro,
plantio das plantulas em sacos plésticos na fase de aclimatizacdo e plantio das mudas no
campo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise de variancia (em anexo), observou-se que para as variaveis
Altura de Brotos (AB) e Numero de Brotos (NB), houve diferenca significativa (p<0,05)
entre os gendtipos estudados (G) Miuda e Orelha de Elefante Mexicana, por outro lado,
nao observou-se diferenca estatistica (p>0,05) entre as diferentes concentracdes de
sacarose (S) e BAP (B). Nao houve diferenca significativa (p>0,05) referente as duas
varidveis, para as interacdes duplas G x S e G x B, porém houve diferenca significativa
para a interacdo S x B (p<0,01) referente a varidvel AB, assim como para NB (p<0,10),
enquanto a interacdo tripla GxSxB, diferiu significativamente (p<0,01), para ambas
variaveis.

O coeficiente de variacdo (CV%) alto pode ser atribuido as caracteristicas
intrinsecas do proprio material experimental, visto que existiam brotos com tamanhos
muito diferentes dentro de um mesmo frasco contendo explantes com multibrotacdes.

Houve diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os gendtipos
Midda e Orelha de Elefante Mexicana referente as varidveis AB e NB, sendo que o
primeiro apresentou maior média para a varidvel NB e o segundo obteve maior média para
a varidvel AB. Contudo, ndo houve diferenca significativa entre as concentracOes de
sacarose, nem entre as de BAP.

Ao desdobrar a interacdo tripla GxSxB verificou-se que houve efeito significativo
dos fatores Genotipo e Sacarose dentro de cada nivel de BAP, referente as varidveis AB e
NB, para ambos genétipos, com excecdo da varidvel NB no gendtipo Miada (Tabelas 1 e
2).

Quando se considerou a influéncia de sacarose dentro de cada nivel de BAP
observou-se que no genotipo Miuda, houve diferenca significativa na concentragdo de 8,87
uM BAP entre 3% e 5% (p/v) de sacarose, sendo a melhor combinacio 8,87 uM BAP com
5% (p/v) de sacarose, para a variavel Altura de Brotos (Tabela 1, Figura 3).

Para o gendtipo Orelha de Elefante Mexicana, houve diferenca significativa nas
concentracdes de 4,44, 13,31 e 22,19 uM BAP entre 3 ¢ 5 % (p/v) de sacarose, sendo a
melhor combinagdo 22,19 uM BAP com 5% (p/v) de sacarose, para a varidvel Altura de

Brotos (Tabela 1, Figura 3).
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TABELA 1 — Valores médios referentes a varidvel Altura de Brotos (AB), em resposta aos
gendtipos Midda e Orelha de Elefante Mexicana, desenvolvidos em meios de cultura com
diferentes combinacdes de Sacarose (3 € 5% p/v) e BAP (4,44; 8,87; 13,31; 17,74 ¢ 22,19
uM).

Midda Orelha de Elefante Mexicana

BAP Sacarose Sacarose

(uM) 3% 5% 3% 5%

4,44 0,5611 a 0,4811 a 0,8355a 0,2278 b
8,87 0,1570 b 0,6260 a 0,5390a 0,4850a
13,31 0,3087 a 0,6070 a 0,7890a  0,3000 b
17,74 0,4278 a 0,2600 a 0,4150a 0,3555a
22,19 0,1878 a 0,2555 a 0,1000b  1,0680 a

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Quando se considerou a influéncia de sacarose dentro de cada nivel de BAP
observou-se que no gendtipo Orelha de Elefante Mexicana, houve diferenca significativa
na concentracdo de 22,19 uM de BAP entre sacarose 3% e 5% (p/v), sendo a melhor
combinagdo 22,19 uM de BAP com 5% (p/v) de sacarose para a varidvel NB (Tabela 2).
Mas, para o genétipo Midda a melhor combinagdo entre sacarose € BAP para a varidvel

analisada NB foi 4,44 uM de BAP com 3% de sacarose (p/v) (Tabela 2).

TABELA 2 — Valores médios referentes a variavel Numero de Brotos (NB#), em resposta
aos genodtipos Miuda e Orelha de Elefante Mexicana, desenvolvidos em meios de cultura
com diferentes combinacdes de Sacarose (3 € 5% p/v) e BAP (4,44; 8,87; 13,31; 17,74 ¢
22,19 uM).

Miada Orelha de Elefante Mexicana

BAP Sacarose Sacarose

(uM) 3% 5% 3% 5%

4,44 1,8572 a 1,6143 a 1,5690a 1,2654 a

8,87 1,4121 a 1,6911 a 1,5524a 1,5185a
13,31 1,6178 a 1,8529 a 1,7539a 1,5701 a
17,74 1,6027 a 1,4803 a 1,4489a 1,4472a
22,19 1,6694 a 1,5094 a 1,3121 b 1,7846 a

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
#Dados transformados em+/x + 1
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FIGURA 3 - Multiplicacdo de brotos dos gendtipos Mitida (A-B) e Orelha de Elefante
Mexicana (C-D), em diferentes concentracdes de sacarose (3 e 5% p/v) e BAP (4,44 a

22,19 uM), ap6s 70 dias da inoculagdo in vitro.

Com referéncia a concentragdo de sacarose, as maiores percentagens de
multiplicag¢@o in vitro em geral ocorrem com o uso de 3% de sacarose, porém, diversos
autores (LLAMOCA-ZAROTE, 1999; VILLALOBOS et al., 1995; ESCOBAR et al.,
1986) relatam que, para cacticeas do género Opuntia, a concentragdo ideal de sacarose é
de 5%.

Pode-se observar que, para o genétipo Orelha de Elefante Mexicana com sacarose a
3%, quanto menor a concentracdo de BAP (uM) maior € a altura de brotos (cm) (Figura 4).
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Medeiros et al. (2011), que
trabalhando in vitro com o gendtipo Orelha de Elefante Mexicana, obtiveram na auséncia
de BAP brotos com altura média de 2,2 cm, que foi quase duas vezes superior aos valores
obtidos quando os explantes foram induzidos em meios de cultura com concentragdes de
1,1 uM (1,28 cm); 2,22 uM (1,13 cm) e 4,44 uM BAP (1,25 cm), suplementados com 3%
de sacarose. Aliyu e Mustapha (2007), em ensaios in vitro com Opuntia ficus-indica,
registraram alturas de 1,22 e 1,23 cm nas concentragdes 4,44 e 5,55 uM BAP,

respectivamente.
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FIGURA 4 — Relacdo entre concentracdes de BAP (uM) e Altura de Brotos

(cm), no gendtipo Orelha de Elefante Mexicana e sacarose a 3% (p/v).

Pode-se observar que, para o genodtipo Orelha de Elefante Mexicana a 3% de
sacarose, quanto maior a concentracdo de BAP (uM) maior € o nimero de brotos (cm)
(Figura 5). Esses resultados corroboram os de Khalafalla et al. (2007), que observaram o
aumento do nimero de brotos devido ao aumento na concentracao de BAP (22,19 uM), em
meio MS para o genétipo Opuntia ficus-indica.

Mas, esses resultados diferiram dos relatados por Fogaca et al. (2006), que
trabalhando com plantulas de Agapanthus wumbellatus multiplicadas in vitro em
concentracdes acima de 17,8 uM BAP, notaram sintomas de fitotoxidez e uma redugdo
severa da emissao de brotos. A citocinina tem como fun¢do estimular a formacgdo de parte
aérea, porém o seu excesso pode resultar na inibi¢do das brotacdes, conforme o sistema de
cultivo. Por outro lado, esses resultados divergem dos obtidos por Frota et al. (2004), que
observaram as melhores médias de proliferacdo de brotos in vitro de Opuntia ficus-indica,

em meio suplementado com 4,44 uM BAP e concentragdo de 5% de sacarose.
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FIGURA 5 — Rela¢do entre Numero de Brotos (vx+1) e concentragdes de BAP (uM),

no gendétipo Orelha de Elefante Mexicana e sacarose a 3% (p/v).

Vasconcelos et al. (2007), estabeleceram protocolo de micropropagacdo para a cv.
Midda (Nopalea cochenillifera - Salm Dyck), tendo concluido que o melhor meio foi o MS
suplementado com 3% de sacarose, 4,44 uM BAP e 0,57 uM AIA. Concluiram também
que o corte longitudinal dos cladédios na fase de multiplicac@o, favoreceu a emissdo de
brotos no meio anteriormente citado e que o meio de cultura MS bésico sem reguladores de

crescimento, promoveu bom enraizamento dos explantes.

4. CONCLUSAO

A combinacdo de 4,44 uM BAP e 3% (p/v) de sacarose em geral satisfaz a multiplicacao in
vitro dos gen6tipos Mitda e Orelha de Elefante Mexicana.
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CAPITULO 3 - ENRAIZAMENTO EX VITRO E ACLIMATIZACAO DE
PLANTAS MICROPROPAGADAS IN VITRO DE PALMA FORRAGEIRA
RESISTENTE A COCHONILHA-DO-CARMIM

RESUMO - A palma forrageira é bem adaptada as condi¢des do semidrido por suportar
grandes periodos de estiagem, sendo utilizada na alimenta¢do animal principalmente neste
periodo, mas devido ao ataque da cochonilha-do-carmim os plantios na regido nordestina
vém sendo devastados, causando grande prejuizo aos agricultores. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar a multiplicacdo in vitro e o enraizamento ex vitro de brotos
micropropagados de palma forrageira do gendtipo Baiana, resistente a cochonilha-do-
carmim, induzidos por reguladores de crescimento. Os experimentos foram conduzidos em
trés etapas: estabelecimento das gemas, proliferacdo de brotos e enraizamento ex vitro dos
brotos. As varidveis analisadas foram nimero de brotos, média da altura da parte aérea da
plantula, comprimento da maior raiz e peso da plantula. O tratamento MSB1 obteve os
melhores resultados para nimero de brotos e média da altura da parte area da plantula
quando comparado aos tratamentos MSB2 e MSB3. Os melhores resultados para
comprimento da maior raiz, média da altura da parte aérea da plantula e peso da plantula
foram obtidos no tratamento de enraizamento ED2. Pode-se concluir que todas as
associacoes de 4,44 uM de 6-benzilaminopurina (BAP) com 0,54 uM de 4cido a-naftaleno
acético (ANA) ou com 0,57 uM de &cido indolacético (AIA) ou com 0,49 uM de acido
indolbutirico (AIB), induziram a formacdo de brotos in vitro na palma forrageira; o
enraizamento ex vitro nao necessita da utilizacdo dos reguladores de crescimento AIA
(5,71 uM) e AIB (4,90 uM) para inducdo de raizes nos brotos micropropagados; o
enraizamento ex vitro dos brotos e a aclimatizacdo das plantulas respondem
satisfatoriamente a utilizacio do substrato previamente esterilizado composto por

vermiculita.

Palavras-chaves: Nopalea cochenillifera Salm-Dyck, reguladores de crescimento, raizes.
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CHAPTER 3 - EX VITRO ROOTING AND ACLIMATIZATION OF PLANTS IN
VITRO MICROPROPAGATED OF CACTUS PEAR RESISTANT TO THE
CARMINE COCHINEAL

ABSTRACT - The cactus pear is well adapted to semi-arid conditions as it withstands
long periods of drought, and is used mainly as animal feed in this period, but due to the
attack of the carmine cochineal, plantations in the northeastern region have been
devastated, causing great damage to farmers. The objective of this study was to evaluate
the in vitro multiplication and ex vitro rooting of micropropagated shoots of cactus pear
genotype “Baiana”, resistant to the carmine cochineal, induced by growth regulators. The
experiments were conducted in three stages: establishment of the buds, shoot proliferation
and ex vitro rooting of shoots. The variables analyzed were number of shoots, average of
height of the aerial part of plantlet, the longest root length and weight of the plantlet. The
MSBI treatment achieved the best results for number of shoots and average height of the
aerial part of plantlet when compared to MSB2 and MSB3 treatments. The best results for
the longest root length, average of height of aerial part of plantlet and weight of the
plantlet, were obtained in the rooting treatment ED2. It can be concluded that all
associations of 4.44 uM 6-benzylaminopurine (BA) with 0.54 uM of a-naphthalene acetic
acid (NAA) or with 0.57 uM of indole-3-acetic acid (IAA) or with 0.49 uM of indole-3-
butyric acid (IBA), induced the formation of shoots in vitro in cactus pear. Ex vitro rooting
doesn’t require the use of growth regulators IAA (5.71 uM) and IBA (4.90 uM) on root
induction in micropropagated shoots; ex vitro rooting of shoots and plantlets
acclimatization respond satisfactorily to the use of sterilized substrate composite for

vermiculite.

Keywords: Nopalea cochenillifera Salm-Dyck, growth regulators, roots.
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1. INTRODUCAO

A sazonalidade da producdo de forragem na regido semidrida é provocada
principalmente pela distribui¢do irregular das chuvas, associada a outras caracteristicas
climaticas e a deficiéncias no manejo das forrageiras. A palma é uma forrageira bem
adaptada as condi¢des do semidrido, suportando grandes periodos de estiagem, devido as
suas propriedades fisioldgicas caracterizadas por um processo fotossintético eficiente,
conhecido como Metabolismo Acido das Crassuldceas (CAM), além disso, esta cultura
possui uma série de mecanismos que a torna capaz de conservar dgua (SANTOS et al.,
2006). A producdo de palma no Semidrido se apresenta como uma excelente alternativa
para amenizar o problema da seca em vdrias regides do mundo. Sua utilizagdo como
forragem animal € amplamente conhecida, porém, as Opuntias atuam como uma fonte
inesgotdvel de produtos e fungdes, em especial para regides dridas e semidridas, que estao
relacionadas a economia de subsisténcia (LLAMOCA-ZARATE; AGUIJAR;
LANDSMANN; 1999).

Por esta razdo, a palma forrageira das espécies Opuntia ficus-indica (L.) Mill e
Nopalea cochenillifera Salm-Dyck t€m sido largamente utilizadas no Nordeste brasileiro,
visando a suplementacdo alimentar dos animais nos periodos criticos do ano. Entretanto,
alguns estados nordestinos, onde a palma € cultivada, os plantios vém sendo atacados pelo
inseto conhecido como cochonilha-do-carmim (Dactylopius sp - Hemiptera, Dactylopidae),
provocando perdas significativas para os pecuaristas. A cochonilha-do-carmim € uma das
diversas espécies do género Dactylopius que produz o corante carmim e foi introduzido no
Brasil pelas industrias para ser utilizado como corante alimenticio e téxtil. Essas espécies
sdo criadas em cactdceas e podem se transformar em pragas se a cultura ndo for conduzida
tecnicamente ou se forem disseminadas livremente nas plantas cultivadas (WARUMBY et
al., 2005).  Atualmente, a cochonilha-do-carmim tornou-se um grave problema
fitossanitdrio para a produgdo de palma nas regides onde sao cultivadas, com o objetivo de
alimentar os animais nos tempos de estiagem.

Uma alternativa econdmica e amigdvel ao meio ambiente € a0 homem, para o
cultivo da palma em regides atacadas por esse inseto, € o plantio de clones resistentes. Em
trabalhos de selecdo de clones resistentes a cochonilha-do-carmim, as cultivares de palma
forrageira "Baiana" e "Miuda" (Nopalea cochenillifera Salm-Dyck) e "Orelha de Elefante

Mexicana" (Opuntia ficus-indica (L.) Mill), vém se destacando como resistentes
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(VASCONCELOS et al., 2002; LOPES et al., 2010). Lopes et al. (2010), fizeram a
selecdo de gendtipos de palma forrageira (Opuntia spp.) € (Nopalea spp.) resistentes a
cochonilha-do-carmim na Paraiba e concluiram que os gendtipos Baiana, Miuda, Orelha de
Elefante Africana, Orelha de Elefante Mexicana, Orelha de Onga e Palma Azul, sao
resistentes. Os mesmos autores concluiram também que os genétipos Palma ornamental
(Opuntia stricta), X-Italiana, Palma Gigante, F5, F8, F11, V12, IPA-Clone 20, Orelha-de-
onca, Redonda, Branco Siao Pedro, Formosa, Lingua-de-vaca e Gigantona, sdo suscetiveis
a cochonilha-do-carmim.

Na propagacdo convencional a implanta¢do da cultura requer grande quantidade de
material. A palma pode ser propagada por cladddio inteiro ou partido ao meio, em corte
transversal ou longitudinal; contudo, a sua aquisi¢io e transporte, torna-se um problema
principalmente quando o plantio é realizado em locais distantes das dreas produtoras.
Embora a propagacio vegetativa seja utilizada tradicionalmente, a necessidade de grandes
quantidades, de material vegetativo, demandadas por extensas planta¢des de palma, € um
sério problema pratico; a limitacdo desse sistema de propagacdo pode ser superada pela
utilizacdo de novas tecnologias atualmente disponiveis, como a cultura de tecidos vegetais.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais tém sido empregadas de diferentes
formas, no desenvolvimento de cultivares superiores de plantas. Escobar et al. (1986)
desenvolveram um método de micropropagagdo eficiente para Opuntia amylacea, de
acordo com o qual em 100 dias foi possivel obter 25.000 plantas provenientes de um
cladddio de cerca de 5,0 cm. Entretanto, o enraizamento de brotos micropropagados é uma
etapa realizada classicamente in vitro (DE KLEERK et al., 1997), aumentando os custos de
producdo (FERRI et al., 1998). De acordo com Augusto et al. (2006) o enraizamento ex
vitro diretamente no substrato apresenta como vantagens a reducdo de perdas associadas a
aclimatizacdo, bem como a diminui¢do dos custos de produgcao da micropropagagcdo em
comparagdo ao enraizamento in vitro.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a multiplicacdo in vitro e o enraizamento

ex vitro de palma forrageira do genétipo Baiana, resistente a cochonilha-do-carmim.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos de micropropagacdo e de enraizamento ex vitro da palma
forrageira genétipo Baiana, resistente a cochonilha-do-carmim, foram conduzidos no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, da Embrapa Algoddao, Campina Grande, PB.
Os experimentos foram conduzidos em trés etapas: estabelecimento das gemas,
proliferacao de brotos e enraizamento ex vitro.

Os cladddios foram obtidos no campo experimental do CDSA/UFCG Campus
Sumé, PB, com tamanho variando entre 8,0 e 12,0 cm de comprimento. No laboratério, os
cladédios foram lavados com 4gua corrente, em seguida desinfestados em dlcool 70% e
posteriormente imersos em solugdo de hipoclorito de sédio a 5%, contendo uma gota de
Tween 20 para cada 100 ml de solucdo, sendo agitados manualmente durante 15 minutos.

Ap6s os procedimentos de desinfestacdo, realizados na camara de fluxo laminar,
foram excisadas dos cladddios as gemas axilares, com tamanho de aproximadamente 5,0
mm3, posteriormente cultivadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) suplementado com BAP (8,87 uM) + AIA (1,425 uM)
(PEIXOTO, 2004), 3% de sacarose, 0,6% de agar e pH ajustado em 5,7, para o
estabelecimento do cultivo. Apds a inoculagdo, foram mantidas na sala de crescimento por
30 dias, em uma temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa
de 25 ],Lmol.m'z.s’l' Decorrido esse periodo, os explantes foram transferidos para o meio MS
adicionado com 2,22 uM BAP e 1,425 uM AIA, para promover o seu alongamento.

No primeiro experimento, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com
trés tratamentos (MSB1, MSB2 e MSB3), tendo como unidade experimental um frasco de
cultivo, com dez frascos por tratamento e trés explantes por frasco. Apds 30 dias do
alongamento, os brotos desenvolvidos in vitro, foram seccionados longitudinalmente e
depois transversalmente em segmentos de aproximadamente 3,0 mm de comprimento,
cultivados em meio MS suplementado com 4,44 uM BAP + 0,54 uM ANA (MSB1); 4,44
uM BAP + 0,57 uM AIA (MSB2) e 4,44 uM BAP + 0,49 uM AIB (MSB3). Todos os
meios foram suplementados com 3% de sacarose, 0,6% de dgar e pH ajustado em 5,7.

A avaliacgao foi realizada aos 180 dias, entretanto, a cada 30 dias os explantes foram
subcultivados para novos meios com a mesma composi¢cdo dos meios de proliferacdo
(MSB1, MSB2 e MSB3), sendo observada qual combinag¢do de citocinina e auxina

respondeu a indu¢do em menor espago de tempo. Na avalia¢do, foram consideradas as
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seguintes varidveis: nimero de brotos (NB) e média da altura da parte aérea da plantula
(mAPA).

No segundo experimento, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com
trés tratamentos (ED1, ED2 e ED3) e repeticdes variadas, sendo o primeiro tratamento com
23 e os demais com 24 repeticdes. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de significancia. Os brotos foram excisados, e suas bases imersas nas seguintes solugdes:
ED1: 4gua destilada esterilizada (controle), ED2: 5,71 uM AIA e ED3: 4,90 uM AIB,
durante 10 minutos, e em seguida plantados em bandejas de isopor contendo o substrato
vermiculita autoclavada, mantidos sob uma estrutura fechada com cobertura plastica, em
sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade
luminosa de 25 pmol.m™s™, por 45 dias (Figura 1A-B). A cada dois dias a cobertura
plastica era aberta e recebia pulverizacdo de dgua destilada para manter a umidade. Em
seguida, as bandejas de isopor foram transferidas para casa de vegetacdo. Apds 60 dias de
cultivo, as plantulas foram removidas das bandejas e avaliadas levando-se em consideracao
as seguintes varidveis: comprimento da maior raiz (CMR), média da altura da parte aérea
da plantula (mAPA), peso da plantula (PP).

O gendétipo Baiana foi escolhido para esse ensaio por apresentar um grande nimero
de brotos disponiveis para serem utilizados e por ndo haver brotos suficientes dos demais
gendtipos Midda e Orelha de Elefante Mexicana.

Os resultados obtidos nos ensaios de proliferacao referentes a varidvel nimero de

brotos (NB) foram transformados para +/x+ 1. Todas as varidveis foram analisadas através
do programa de estatistica SAS, aplicando-se a andlise de varidncia (teste F) e o teste de

Tukey a 5% de significancia.

FIGURA 1 — (A) Brotos micropropagados e isolados para enraizamento. (B) Imersdo da

base dos brotos em dgua (controle) ou em auxinas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os brotos de palma forrageira do gendtipo Baiana foram cultivados em meio MS
suplementado com diferentes auxinas associadas a 4,44 uM BAP, a fim de que ocorresse a
proliferacdo dos mesmos. Observou-se que ndo foram detectados efeitos significativos
entre os tratamentos, referentes as variaveis NB e mAPA, contendo as auxinas ANA, AIA
ou AIB combinadas com 4,44 uM BAP, nos meios MSB1, MSB2 e MSB3; embora os
brotos oriundos do meio MSB2 tenham apresentado melhor aspecto visual, o tratamento
MSBI1 superou os demais no nimero de brotos e na média da altura da parte aérea da

plantula (Tabela 1, Figura 2A).

TABELA 1 - Valores médios referentes as variaveis Numero de Brotos (NB), média da
Altura da Parte Aérea da Plantula (mAPA) em resposta aos tratamentos com diferentes
combinagdes de 4,44 uM BAP + 0,54 uM ANA (MSBI1); 4,44 uM BAP + 0,57 uM AIA
(MSB2) e 4,44 uM BAP + 0,49 uM AIB (MSB3).

Tratamento NB* mAPA
MSB1 3,02 1,73
MSB2 2,34 1,39
MSB3 2,43 1,79

*Dados transformados em +x+1.

Entretanto, Khalafalla et al. (2007) estudando a micropropagacdo de palma
forrageira Opuntia ficus-indica, utilizando 0,0 a 22,19 uM BAP e Cinetina isoladamente
ou associados com ANA, verificaram que houve diferenca significativa entre os
tratamentos, tendo obtido o melhor resultado para nimero de brotos por explante, em
média 26,5 brotos quando utilizaram 22,19 uM BAP isoladamente e 17,8 brotos para
combinagdo 22,19 uM BAP e 2,69 uM ANA. Por outro lado neste estudo se obteve em
média 13,3 brotos numa menor concentracio de BAP (4,44 uM) associado as auxinas
ANA (0,54 uM), AIA (0,57 uM) ou AIB (0,49 uM). Resultados semelhantes a esta
pesquisa foram confirmados por Vasconcelos et al. (2007), no estabelecimento de
protocolo de micropropagacao para a cultivar Mitda, onde verificaram que o melhor meio

foi o MS, suplementado com 3% de sacarose, 4,44 uM BAP e 0,57 uM AIA. Estudos
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realizados com O. ellisiana Griff. utilizando meio MS suplementado com 9,97 uM BAP e

9,80 uM AIB, obtiveram 100% de brotagdo (JUAREZ; PASSERA, 2002).

b) MSB2

FIGURA 2 - Micropropagacdo da palma forrageira do genétipo Baiana resistente a
cochonilha-do-carmim: (A) Proliferacdo utilizando diferentes combinacdes de reguladores
de crescimento: a) 4,44 uM BAP + 0,54 uM ANA (MSB1); b) 4,44 uM BAP + 0,57 uM
AIA (MSB2); ¢) 4,44 uM BAP + 0,49 uM AIB (MSB3) ap6s 180 dias de subcultivo; (B)
Enraizamento de brotos ex vitro, apés 60 dias de cultivo em: a) dgua destilada autoclavada
(controle); b) 5,71 uM AIA e ¢) 4,90 uM AIB; (C) Desenvolvimento radicular das

plantulas; (D) Aclimatizacao das plantulas em condi¢des de casa de vegetacao.

Estudos prévios tém apontado que a combinagdo de fitorreguladores 6tima deve ser
unica para cada espécie de cacto (JOHNSON; EMINO, 1977). Entretanto, Clayton et al.
(1990) citaram que baixos niveis de auxina com citocinina aumentaram a producdo de
brotos axilares em algumas espécies de cactos.

Quanto a andlise de variancia das varidveis: comprimento da maior raiz, média da

altura da parte aérea da plantula e peso da plantula, de brotos cujas bases foram submetidas
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a imersdo em agua ou em 5,71 uM AIA ou 4,90 uM AIB, houve efeitos significativos

entre os tratamentos.

Na Tabela 2 encontram-se os valores médios de trés tratamentos, com imersiao da
base dos brotos em: dgua destilada (controle), solu¢do de AIA ou AIB, com relacdo as
varidveis CMR, mAPA e PP. Observou-se que, o comprimento da maior raiz no tratamento
ED2 (5,71 uM AIA) foi superior ao tratamento ED3 (4,90 uM AIB), entretanto foi
diferente significativamente do controle (imersdo em 4gua). Observou-se ainda na mesma
tabela que as varidveis mAPA e PP se comportaram da mesma maneira que a varidvel

CMR (Figura 2C).

TABELA 2 - Valores médios referentes as varidveis: Comprimento da Maior Raiz (CMR),
Altura da Parte Aérea da Plantula (mAPA) e Peso da Plantula (PP), em resposta aos
tratamentos: ED1) imersao em 4gua destilada (controle); ED2) imersdo em 5,71 uM AIA e

ED3) imersao em 4,90 uM AIB).

Tratamento  CMR mAPA PP
ED1 3,69b 3,86 b 0,53 b
ED2 4,76 a 4,96 a 0,84 a
ED3 4,21 ab 4,69 ab 0,64 ab

Médias seguidas da mesma letra nd3o diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Juarez e Passera (2002), obtiveram 100% de plantas enraizadas in vitro em meio
contendo 24,60 uM AIB. Este resultado foi semelhante ao obtido neste trabalho, quando se
utilizou a imers@o dos brotos numa solugdo de 4,90 uM AIB ou 5,71 uM AIA ou em agua

destilada (Figura 2B-C).

Frota et al. (2004), avaliaram o efeito do BAP e AIA na proliferacio e
enraizamento de palma forrageira (Opuntia ficus-indica (L.) Mill), concluindo que os
melhores protocolos para a proliferacdo e enraizamento de brotos foram, respectivamente,
4,44 uM BAP e 28,54 uM AIA.

Khalafalla et al. (2007), obtiveram 100% de enraizamento no meio MS sem

regulador de crescimento ou suplementado com 2,85 uM AIA, embora o maior nimero de



37

raizes e maior altura da parte aérea tenham sido obtidos em meio MS suplementado com
AlA.

Paiva e Gomes (2001), afirmam que o meio influencia na qualidade do sistema
radicular e ndo apenas na porcentagem de enraizamento, ponderando que o tipo de raiz
influencia na adaptacdo das plantas ao meio ex vitro. Grattaplagia e Machado (1990),
ressaltaram que quanto mais curtas as raizes, mais ativo € o0 seu crescimento € maior a
probabilidade de adequacao das plantas.

A aclimatizagdo de plantulas micropropagadas de palma forrageira (Opuntia ficus-
indica (L.) Mill) em diferentes substratos, foi avaliada por Peixoto (2004), tendo concluido
que o substrato contendo solo + esterco bovino nas proporcdes (2:1 ou 1:1) proporcionou o
melhor desenvolvimento das mudas micropropagadas.

O enraizamento ex vitro e aclimatizacdo associada possibilitam a obtencdo de
plantas com maior capacidade de enraizamento e maior velocidade de crescimento inicial,
visto que as raizes produzidas in vitro nao sao funcionais e morrem apds a transferéncia
para substrato, sendo necessario produzir novas raizes apds a passagem para as condi¢oes
ex vitro (DEBERG; MAENE, 1981). Xavier (1997), também comprovou que a utiliza¢ao
do enraizamento ex vitro tende a produzir um sistema radicular mais completo e funcional,
evitando-se a manipulacdo de plantas de raiz nua; bem como a regeneracdo de raizes
diretamente no substrato tende a produzir um sistema radicular com maior nimero de
raizes secunddrias sem a formac¢do intermediaria de calos, que dificultam a conexdo entre
caule e raiz. De acordo com Scherwinski-Pereira e Fortes (2004), o substrato deve
apresentar boa retencdo de 4gua e ar, sendo o tipo de substrato um dos fatores mais
importantes no enraizamento ex vitro, € no caso da palma forrageira, a vermiculita
previamente esterilizada foi um bom substrato para a aclimatizacdo da mesma (Figura 2D).

Carvalho et al. (2005), trabalhando com o enraizamento ex vitro de mamona a
partir de brotos micropropagados in vitro, apds testarem vdrias concentracdes de AIA,
concluiram que o maior percentual de enraizamento (75%) foi obtido na concentracao 0,71
uM, como também constataram que os brotos maiores que 2,0 cm enraizavam

satisfatoriamente e sobreviviam.
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4. CONCLUSAO

As associagdes da citocinina com as auxinas induzem brotos na palma forrageira de
gendtipo Baiana; o enraizamento ex vitro da palma forrageira genétipo Baiana dispensa a
utilizacdo de reguladores de crescimento na indugdo de raizes; a aclimatizacdo e
enraizamento ex vitro das plantulas, respondem satisfatoriamente a utiliza¢do do substrato

vermiculita.
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ANEXOS

CAPITULO 2

ANEXO I - Analise de varidncia referente as varidveis: Altura de Brotos (AB) e Numero
de Brotos (NB), em resposta aos fatores de variacdo (FV): Genétipo (G), Sacarose (S),

BAP (B) e suas interacdes.

QM

FV GL AB NBt"
Gendtipo (G) 1 0,7588 * 0,5254*
Sacarose (S) 1 0,1142 ns 3,2x10%ns
BAP (B) 4 0,1846 ns 0,2382 ns
GxS 1 0,2504 ns 4,23x10” ns
GxB 4 0,1777 ns 0,1344 ns
SxB 4 1,1018% 0,2872 °
GxSxB 4 1,0790% 0,4061%*
Erro 168 0,1795 0,1248

CV % 93,45 22,41

° Significativo (p < 0,10) * Significativo (p < 0,05) ** Significativo (p<0,01)

ns: ndo significativo (p > 0,05)  # Dados transformados em / x + 1

CAPITULO 3

ANEXO I - Analise de variincia referente as variaveis: Numero de Brotos (NB) e média
da Altura da Parte Aérea da Plantula (mAPA), em resposta aos tratamentos: meios MSB1

(4,44 uM BAP + 0,54 uM ANA), MSB2 (4,44 uM BAP + 0,57 uM AIA) e MSB3 (4,44

uM BAP + 0,49 uM AIB).
FV GL NBt* mAPA
Tratamentos 2 1,380 ns 0,460 ns
Erro 27 1,145 0,914
CV (%) 41,20 58,6

*Dados transformados em +/ x +1 ns: Néo significativo (p > 0,05)



ANEXO II - Andlise de variancia referente as varidveis: Comprimento da Maior Raiz

(CMR), média da Altura da Parte Aérea da Plantula (mAPA) e Peso da Plantula (PP),

em resposta aos tratamentos: a) imersdo em dgua (Controle); b) imersdo em 5,71 uM

AIA; c¢) imersao em 4,90 uM AIB.

FV GL CMR mAPA PP
Tratamentos 2 6,7454* 7,6772% 0,5478%**
Erro 68 1,9878 2,4086 0,1115
CV (%) 33,34 34,40 49,70

* Significativo (p < 0,05)

** Significativo (p < 0,01)

42



