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RESUMO: O cultivo in vitro constitui uma alternativa a conservacdo e a propagacdo convencional de
espécies ameacgadas pela acdo antropica e que apresentem relevante potencial de uso, como a coroa-de-frade.
Assim, objetivou-se estudar a germinagéo in vitro e o desenvolvimento inicial de plantulas de Melocactus
zehntneri sob diferentes meios de cultura. Para tanto, as sementes foram desinfestadas e inoculadas in vitro
em quatro tratamentos que apresentavam concentragdes variadas de sais e de sacarose, e mantidas em sala de
crescimento por 60 dias. Apos este periodo, verificou-se que o maior percentual de germinagdo ocorreu no
meio com menor quantidade de sais e sacarose (*2 MS + 1,5%). Tal tratamento também propiciou um bom
desenvolvimento das plantulas, sendo recomendado para a germinacdo da referida espécie, com fins de
conservagéo e/ou de obtencdo de material propagativo para o cultivo in vitro.

INTRODUCAO

O cultivo in vitro é uma ferramenta biotecnoldgica em que células, tecidos, 6rgdos e/ou plantas
inteiras sdo cultivados de forma asséptica em um meio nutritivo, sob condi¢des controladas de
densidade de fluxo de fétons, fotoperiodo e temperatura (CARVALHO et al., 2011). O éxito de sua
aplicacdo envolve diferentes fatores, tais como a composi¢cdo do meio de cultura, o ambiente de
cultivo e o gen6tipo estudado, dentre outros. Por constituirem uma alternativa a conservacédo e a
propagacdo convencional de espécies que possuem crescimento lento e poucas brotacGes, as
técnicas de cultivo in vitro vém sendo cada vez mais aplicadas as diferentes espécies de cactaceas
(RESENDE et al., 2009; CORREIA et al., 2011; BARBARA et al., 2015).

O género Melocactus inclui cactos globosos, com espinhos longos e duros, e que desenvolvem,
na fase adulta, uma estrutura de reproducdo chamada cefalio. Melocactus zehntneri (Britton &
Rose) Luetzelb., popularmente conhecido por coroa-de-frade, € uma espécie nativa do Nordeste
brasileiro que apresenta potencial forrageiro e alimenticio, destacando-se também por suas
caracteristicas ornamentais (CORREIA et al., 2011). Contudo, em decorréncia do extrativismo, as
populacdes desta espécie, assim como de outras cactaceas, tém sido drasticamente afetadas
(RESENDE et al., 2009).

Assim, o objetivo da presente pesquisa foi estudar a germinagéo in vitro e o desenvolvimento
inicial de plantulas de M. zehntneri sob diferentes concentragdes de sais e de sacarose no meio de
cultura.
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METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Cultivo in vitro de Plantas (LaCIP), a partir de
material vegetal (Figura 1A) coletado do Cactario Guimardes Duque, ambos pertencentes ao
Instituto Nacional do Semiéarido (INSA, Campina Grande, PB).

Sementes da especie M. zehntneri foram submetidas a desinfestagdo em laboratorio, com
lavagem em agua corrente e detergente neutro, e, posteriormente, imersas em hipoclorito de sddio
comercial (NaOCI 2,5%) contendo 1 mL de Tween 20, durante 15 minutos. Em camara de fluxo
laminar, procedeu-se o triplice enxague em agua destilada estéril e a inoculagdo das sementes
(Figura 1B) em meio de cultura com pH 5,8 e solidificado com 2,5 g L™ de phytagel. Foram
testadas duas concentragdes de sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962): completo (MS) ou
com metade da forca idnica (%2 MS) e duas concentracdes de sacarose: 1,5 e 3%, obtendo-se assim
quatro tratamentos: 1 - %2 MS + 1,5%, 2 - %2 MS + 3%, 3- MS + 1,5% e 4 - MS + 3%. Utilizaram-se
100 sementes por tratamento, distribuidas em cinco repeticoes.

Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 h de luz, intensidade
luminosa de 52 pmol m? s™ e temperatura de 25 + 2°C. Ap6s 60 dias de cultivo foi contabilizado o
percentual de germinagdo e realizadas as andlises biométricas (altura e didmetro da parte aérea,
numero de raizes e comprimento da maior raiz). O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2 (concentracdo de sais no meio X concentragdo
de sacarose). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Assistat, versao 7.7
beta.

Figura 1. Germinacdo in vitro de Melocactus zehntneri: (A) coleta de material vegetal, (B) assepsia e inoculacéo das

sementes, (C) germinacdo em meio com reducéo de sais e sacarose, e (D) plantula cultivada in vitro (barra = 5 mm).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O procedimento de assepsia aplicado nas sementes do cacto coroa-de-frade foi considerado
satisfatorio, ndo sendo detectada a contaminag¢do por microrganismos, mesmo sem a aplicacdo de
solugdes fungicidas que sdo comumente utilizadas no cultivo in vitro de cactaceas (DIAS et al.,
2013). A germinacdo iniciou ap6s trés dias da inoculacdo, com a emissdo da radicula. Outros
estudos conduzidos in vitro apresentaram inicio da geminacdo aos cinco dias para M. bahiensis
(DIAS et al., 2013), aos nove e aos vinte dias para M. curvispinus e M. zehntneri, respectivamente
(CORREIA et al., 2011). Tais variaces no periodo de tempo sdo, possivelmente, decorrentes das
especificidades presentes em cada uma das espécies estudadas e da variabilidade genética
apresentada pelas sementes, bem como da forma e periodo de armazenamento destas.

Dentre os tratamentos utilizados, aquele que resultou em maior percentual de germinagdo ap6s
60 dias de cultivo foi 0 2 MS + 1,5% de sacarose (47%) (Figura 1C). Tal resultado pode estar
relacionado a uma maior disponibilidade de agua no meio de cultura, devido a menor concentracdo
de sais e de sacarose utilizada. Segundo Abreu (2008), embora as espécies de Melocactus habitem
ambientes que possuem baixa disponibilidade hidrica, elas necessitam de maior quantidade de agua
para germinarem. Em M. glaucescens, Resende et al. (2009) obtiveram maior percentual de
germinagdo in vitro utilizando o meio com ¥ dos sais de MS e reducdo de sacarose, 0 que
demonstra também que tais cactaceas sdo menos exigentes em termos nutricionais.
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Figura 3. Percentual de germinacéo de M. zehntneri em diferentes meios de cultura, apds 60 dias de cultivo in vitro.

As solucdes de sais e os acucares (fontes de carbono) que compdem os meios de cultura nao
exercem efeito puramente nutritivo, podendo também influenciar na morfogénese, no crescimento e
desenvolvimento celular, através de suas propriedades osméticas (GEORGE et al., 2008).

De modo geral, as plantulas (Figura 1D) cultivadas nos meios ¥ MS adicionado de 1,5% e 3%
de sacarose, e MS adicionado de 1,5% de sacarose apresentaram maior altura da parte aérea (Tabela
1). Em relacdo ao didmetro da parte aérea, melhores resultados foram obtidos com o uso de %2 MS +
3% e de MS + 1,5%. Um cladddio mais desenvolvido pode favorecer a sobrevivéncia da planta caso
esta venha a ser aclimatizada, bem como possibilitar a extragdo de um maior numero de explantes,
caso a planta obtida seja utilizada como matriz para a fase de multiplicagdo in vitro.
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Tabela 1. Efeito do meio de cultura no desenvolvimento de plantulas de M. zehntneri germinadas in vitro, ap6s 60 de
cultivo. APA= altura da parte aérea; DPA= didmetro da parte aérea; CMR= comprimento da maior raiz.

. APA (mm) DPA (mm) CMR (mm) N° de raizes
Meio de
cultura Sacarose
1,5% 3% 1,5% 3% 1,5% 3% 1,5% 3%
% MS 7,17 aA 7,20 aA 5,17 aB 5,97 aA 12,00 bB 18,32 aA 1,25 ns 1,25 ns
MS 7,40 aA 5,62 bB 5,43 aA 4,37 bB 20,44 aA 13,12 bB 1,25 ns 1,00 ns

Médias seguidas de letras diferentes, mailsculas para meio de cultura e mindsculas para concentracdo de sacarose,
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (5%). ns = no significativo.

Os fatores estudados tambeém interferiram no desenvolvimento radicular (Tabela 1). Para o
comprimento de raiz, maiores valores foram encontrados em plantas cultivadas em %2 MS + 3% e
MS + 1,5%; enquanto para o numero de raizes ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos. No cultivo in vitro de M. bahiensis, Dias et al. (2013) observaram que 0 comprimento
radicular foi influenciado pela adicdo de reguladores de crescimento, com destaque para o0 uso da
auxina ANA (acido naftalenoacético) isolada ou em combinacdo com o BAP (6-
benzilaminopurina). Contudo, se a espécie estudada ndo apresenta dorméncia, certos requerimentos,
como a adicao de reguladores ao meio de cultura, ndo sdo necessarios. Conforme demonstrado por
Amador-Alférez et al. (2013), o uso de diferentes concentra¢des de auxinas e acido giberélico ndo
aumentou a taxa de germinacao e tampouco favoreceu o crescimento in vitro de Ferocactus, sendo
as plantulas mais vigorosas obtidas no tratamento controle (sem adicdo de reguladores de
crescimento).

CONCLUSOES

O método de assepsia empregado, com uso de hipoclorito de sédio 2,5% + 1 mL de Tween 20,
foi eficiente para a desinfestacdo das sementes. A utilizacdo do meio MS em concentracdes
reduzidas de sais e de sacarose € sugerida para a germinacdo in vitro de M. zehntneri, uma vez que
proporciona uma taxa de germinacdo satisfatoria e a obtencdo de plantulas com bom
desenvolvimento, além da reducgdo dos custos com o material utilizado para o preparo de meio de
cultura.
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