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RESUMO

Na regido semidrida do Nordeste brasileiro, encontram-se vdrias cactidceas de importancia
para o ecossistema regional. Algumas apresentam potencial para uso como planta ornamental
e como forrageira para a alimentacdo do gado no periodo das secas. Pilosocereus chrysostele
€ uma cactdcea colunar que possui poucas informagdes disponiveis na literatura cientifica.
Adicionalmente, sofre constante a¢do antropica. Avangos do conhecimento sobre métodos de
propagacdo sdo importantes para a multiplicacdo dessa espécie. Assim, a micropropagacao
torna-se relevante para a disponibilidade de mudas. O estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) na morfogénese em P. chrysostele. O
experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa
Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE. Foram utilizadas plantas de P. chrysostele obtidas
a partir da semeadura in vitro com altura entre 4,0 cm e 4,5 cm. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 6, sendo o fator A, tipos de
explante (apical e basal) e o fator B, concentracdes de citocinina (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0
mg L' de BAP), totalizando doze tratamentos, cinco repeticdes com um explante por frasco.
Foi utilizado meio de cultura JADS suplementado com 30 g L™ de sacarose e 1,8 g L' de
agente solidificante. O experimento foi mantido em sala de crescimento em temperatura de 27
+ 2° C, fotoperiodo de 12 horas e radiacdo fotossintética de 30 pmol m™ s™. Aos 90 dias de
cultivo, foram avaliados o numero de brotacdes, além da caracterizacdo do vigor das
brotacdes, a presenca de raizes e a altura do explante. Cortes caulinares apical e basal de P.
chrysostele podem ser utilizados como fonte de explante cultivados em meio de cultura
suplementado com até 1 mg L' da citocinina BAP. Concentracdes acima de 1 mg L™ de BAP

apresentam hiperhidria nas brotacoes.

Palavras-Chave: cactécea, citocinina, hiperhidria, micropropagagao.



ABSTRACT

In the brazilian semiarid northeast region, several cacti species are of great importance to the
regional ecosystem. Some have potential to be used as ornamental plants and as livestock
forage during the dry season. Pilosocereus chrysostele is a columnar cacti which has little
scientific literature information available. It also suffers frequent human action. Advances in
the knowledge of this species propagation methods are important for its proliferation.
Therefore, micropropagation is relevant to the seedling availability. The study aimed to
evaluate the effect of cytokinin in P. chrysostele morphogenesis. The experiment was
conducted at Embrapa Tropical Agroindustry, in Fortaleza, Brazil. P. chrysostele plants with
heights between 4.0 cm and 4.5 cm obtained from in vitro seeding were used. The
experimental design was completely randomized in 2 x 6 factorial, being A factor explant
types (apical and basal) and B factor concentrations of cytokinin (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 , 4.0 and
8.0 mg L' of BAP) in a total of twelve treatments, having five replicates per explant in a
bottle. JADS culture medium supplemented with 30 g L' sucrose and 1.8 g L' of solidifying
agent were used. The experiment was conducted in a growth chamber at temperature of 27 + 2
° C, in a 12 hour photoperiod and a photosynthetic irradiance of 30 umol m™ s At the 90th
culture day, the shoots number was evaluated, besides the characterization of the shoots vigor,
the presence of roots and the explant height. Apical and basal P. chrysostele stalk cuttings can
be used as a source of explants when cultured in up to 1 mg L™' BAP supplemented medium.

Concentrations above 1 mg L BAP can result in hyperhydric of the shoots.

Keywords: cacti, cytokinin, hyperhydric, micropropagation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Caatinga

A Caatinga é o tnico bioma exclusivamente brasileiro compreendendo parte dos
Estados do Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia e
norte de Minas Gerais. Ocupa uma 4rea estimada em 930.000 km?, correspondendo a maior
parte da regido semidrida do Nordeste do Brasil (VALENTE JUNIOR, 2010). Esse bioma ¢
constituido por florestas arbéreas ou arbustivas, onde algumas arvores e arbustos apresentam
espinhos, microfilia e caracteristicas xerofiticas (SERVICO GEOLOGICO DO BRASIL,
2005). Essa vegetacdo € proporcionalmente a menos estudada entre as regides naturais
brasileiras, com grande parte do esforco cientifico estando concentrado em alguns poucos
pontos em torno das principais cidades da regiio. E a regido natural brasileira menos
protegida, pois as unidades de conservacdo cobrem menos de 2% do seu territdrio, além de
continuar passando por um extenso processo de alteracdo e deterioragdo ambiental provocado
pelo uso insustentdvel dos seus recursos naturais, o que estd levando a rdpida perda de
espécies Unicas, a eliminacdo de processos ecoldgicos e a formacdo de extensos nicleos de

desertificag@o em varios setores da regido (TABARELLI; SILVA, 2003).

No bioma Caatinga existe uma propor¢ao expressiva de plantas endémicas. Diversas
dessas plantas sdo comumente utilizadas pela populacdo por suas propriedades terapéuticas,
como forragem para o gado ou para fins ornamentais (ANDRADE, 2008; ZAPPI et al., 2011).
Contrastando com sua relevancia bioldgica, esse bioma pode ser considerado um dos mais
ameacgados do Brasil. Grande parte de sua superficie ja foi bastante modificada pela utilizagao
e ocupacdo humana. Além disso, muitos estados sdo carentes de medidas efetivas de

conservacgao dessa biodiversidade (TABARELLI; SILVA, 2003).

Segundo Candido et al. (2005), a pecudria na regido semidrida, ao longo do
tempo, tem constituido atividades bdsicas das populagdes rurais, onde culturas
forrageiras sdo adotadas como alternativas estratégicas de alimentacdo adequada a época
das secas. Essa drea apresenta uma precipitagdo pluviométrica média anual inferior a 800
mm, um indice de aridez de até 0,5 com risco de seca acima de 60%. Os sistemas agricolas
das regides semidridas devem ser baseados em cultivos adequados, apropriados a suportarem

condicdes de falta de dgua, temperaturas elevadas, solos pobres que exijam poucos insumos
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energéticos, e que sejam de facil manejo no plantio, para que proporcionem alimento e

forragem para a agricultura de subsisténcia (QUEIROZ, 2009).

1.2 Familia Cactaceae

Cactaceae ¢ uma familia neotropical com 124 géneros e 1.438 espécies facilmente
reconhecidas pelos seus caules espinhosos, com brotos diferenciados longos que produzem
folhas fotossintetizantes e brotos curtos (aréolas) (LORENZI; SOUZA, 2012). As cactaceas
pertencem a Ordem Caryophyllales, bem estabelecida com base em sinapomorfias
morfoldgicas e quimicas, e, estdo subdivididas em quatro subfamilias: Pereskioideae,
Maihuenioideae, Opuntioideae e Cactoideae (NOBEL, 2002; MAUSETH, 2006). Representa
a segunda familia em ordem de tamanho entre as plantas vasculares endémicas das Américas,

com as Bromeliaceae em primeiro lugar (ZAPPI et al., 2011).

Os centros de diversidade da familia Cactaceae sdo o México, o Brasil e a costa leste
dos Andes (HUNT et al., 2006; ZAPPI et al., 2007; CALVENTE, 2011). De acordo com
Zappi et al. (2010) existem 233 espécies de cacticeas no Brasil, distribuidas em 37 géneros e
estdo subdivididas em trés subfamilias Pereskioideae, Opuntioideae e Cactoideae. A regiao
Nordeste do Brasil possui quase 30% das espécies de Cactaceas que ocorrem no Brasil, com
74% delas endémicas da Caatinga, um dos biomas mais ameagados do mundo (CALVENTE,
2011). O género Opuntia € representado no Brasil por mais de 150 espécies (TAYLOR;
ZAPPI, 2004) e os individuos deste grupo sdo comumente conhecidos como "Opuntia”" ou

"Palmas-forrageiras".

As cacticeas apresentam grande importancia regional, principalmente pelo fato das
mesmas serem utilizadas na alimenta¢do animal, sendo seu uso requisitado, principalmente,
em épocas de seca, quando a caréncia de plantas alimenticias é maior. Além disso, hé relatos
da utilizacdo de cacticeas para fins medicinais, paisagisticos, alimentacdo humana, para
prevenir a erosdo do solo, como cercas vivas, em construcdes rurais € domésticas, algumas
sendo comercializadas em lojas, supermercados e viveiros (SHEDBALKAR et al., 2010;
LUCENA, 2012; ZOGHLAMI et al.,, 2012). As principais cacticeas nativas usadas para
diferentes fins pertencem aos géneros Cereus, Melocactus e Pilosocereus, representados

principalmente por Cereus jamacaru (mandacaru), Pilosocereus gounellei (xiquexique) e
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Melocactus zehntneri e Melocactus bahiensis (coroa-de-frade) (CORREIA et al., 2012a).
Apesar do grau de singularidade em termos de géneros e espécies endémicas, com relacdo as
Américas, as cactdceas brasileiras vém sendo severamente impactadas pela destruicdo e
fragmentacdo de hdbitat bem como pela coleta desenfreada para satisfazer o comércio de

ornamentais e, como consequéncia, alguns tdxons encontram-se sob risco de extin¢dao (ZAPPI

etal., 2011).

A anatomia interna das cactdceas € constituida por células condutoras do xilema e do
floema, como os demais grupos de plantas que sdao vasculares. Mas, geralmente elas possuem
tecido xilemdtico que apresenta maior propor¢do de células do parénquima, quando
comparada as cé€lulas lignificadas, formando o parénquima aquifero. Essa familia compreende
espécies com adaptacdes morfoldgicas, fisioldgicas e ecoldgicas para ambientes extremos
(SOFFIATTI; ANGYALOSSY, 2003) como, por exemplo, a capacidade de armazenar
grandes quantidades da dgua nos seus caules, a auséncia de folhas, a presenca de espinhos e

metabolismo 4cido das crassulaceas (CAM) (SANCHEZ—SOTO et al., 2010).

1.3 Género Pilosocereus

O género Pilosocereus engloba 37 espécies com ocorréncia no México, Caribe e
outros paises da América Latina (TAYLOR; ZAPPI, 2004). No Brasil, o género ¢
representado por 29 espécies distribuidas nas regides Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Norte
(LISTA DAS ESPECIES DA FLORA DO BRASIL, 2013). No Estado do Ceara foram
registradas seis espécies: P. crhysostele, P. catingicola, P. gounellei, P. pachycladus, P.

flavipulvinatus e P. piauhyensi MENEZES et al., 2011).

Plantas do género Pilosocereus podem apresentar crescimento de arbustivo ao
arboreo, havendo espécies ands com altura em torno de 30 cm; seus ramos sdo curtos,
geralmente retos e macicos, mucilaginosos, de coloracdo verde ao cinza com cobertura de
cera azul e auréolas largas (ZAPPI, 1994). As flores apresentam formas diferentes com a
abertura noturna, sendo polinizadas por morcegos e mariposas; os frutos sdo globosos
achatados com deiscéncia lateral, adaxial, abaxial ou apical e presenca de remanescente floral

(TAYLOR; ZAPPI, 2004).
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1.3.1 Pilosocereus chrysostele

Pilosocereus chrysostele (Figura 1) € uma cacticea colunar que apresenta varios
ramos partindo de uma haste principal, que geralmente sdo eretas. Os frutos sdo globosos,
levemente achatados e deiscentes por uma fenda abaxial ou adaxial (TAYLOR; ZAPPI,
2004). Essa espécie é comumente encontrada na Caatinga, ao lado de estradas, em

afloramentos rochosos e em solos areno-pedregosos.

Entre as cacticeas colunares destaca-se Pilosocereus chrysostele subsp. cearensis, o
qual é endémico do Estado do Ceard com ocorréncia na Serra da Meruoca, no municipio de
Campos Belos, nas cidades do Crato, de Irauguba, de Itapajé, de Jaguaribe, de Pereiro, de

Quixad4, de Santa Quitéria e de Sobral (Figura 2) (MENEZES et al., 2011).

Figura 1 - Pilosocereus chrysostele em desenvolvimento no municipio de Monsenhor Tabosa, CE (A); Flor em

detalhe (B). Foto: Diva Correia, 2010.



O Pilosocereus pachycladus subsp. pernambucoensis O Pilosocereus flavipulvinatus

O Pilosocereus catingicola subsp. salvadorensis
O Pilosocereus chrysostele subsp. cearensis

¥ Pilosocereus chrysostele subsp. chrysostele

Cereus jamacaru

8 Pilosocereus gounellei

4 Brasiliopuntia brasiliensis

Figura 2 - Distribui¢do de Pilosocereus chrysostele (em destaque) e outras cacticeas de

ocorréncia no Estado do Ceara. Fonte: Menezes et al., 2011.
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1.4  Métodos de propagacao

A propagacdo das cacticeas pode ser realizada de forma sexuada ou assexuada. Na
propagacio sexuada, a maioria das plantulas cresce lentamente, mas podem ser produzidas em
grande quantidade (ABUD et al., 2010). Adicionalmente, esse método de propaga¢do permite
a manuten¢do da variabilidade genética, possibilitando a selecdo de genétipos de interesse,
sendo utilizada principalmente em programas de melhoramento genético, para reproduzir
plantas com fins de conservacdo, reintroducdo em dreas degradadas e comercializagdao
(RUBLUO et al., 1996). Ademais, a multiplicacdo de cactaceas por sementes, devido ao baixo
custo de producdo, representa uma alternativa vidvel para os paises que carecem de alta
tecnologia para o aproveitamento comercial dos recursos genéticos vegetais (REYES, 1994).
A propagacdo assexuada realizada por meio de cultivo in vitro (Figura 3A), de brotos, estacas

(Figura 3B) e enxerto € restrita a multiplicacdo e clonagem de materiais elites ou raros,

principalmente para fins conservacionistas e comerciais (RUBLUO et al., 1996).

Figura 3 - Planta de Pilosocereus chrysostele aos 90 dias de cultivo in vitro (A); Acessos de Pilosocereus
chrysostele mantidos na cole¢@o de cactdceas da Embrapa Agroindustria Tropical em Fortaleza, CE (B). Fotos:

Diva Correia, 2013.

A exploracdo comercial dos cactos e de outras plantas consideradas suculentas
representa uma alternativa vidvel, pois dispensa o uso excessivo de dgua, e, como podem ser
multiplicadas tanto por sementes quanto via vegetativa, possuem baixo custo de produgdo
(REYES, 1994). Porém, faz-se necessdria a exploracdo racional desses recursos, sendo

importante o avanco do conhecimento bioldgico dessas espécies e o desenvolvimento de
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técnicas eficientes de propagacdo para a produ¢cdo de mudas, em escala comercial, evitando a

extragcdo predatdria na natureza (CORREIA et al., 2012b).

1.4.1 Propagacao in vitro

A cultura de tecidos vegetais baseia-se na capacidade da totipoténcia das células
(TORRES et al., 2000). Representa um método de propagacdo assexuada e engloba vérias
técnicas onde a mais utilizada € a micropropagacgdo ja empregada para algumas espécies em
escala comercial, como por exemplo, bananeira, batata-semente, morangueiro, gérbera,
orquideas, etc.

Alguns estudos ja foram conduzidos utilizando cacticeas tais como: Cereus
peruvianus (OLIVEIRA et al., 1995) ,Opuntia ficus-indica (COSTA et al., 2001), Notocactus
magnificus (GALLO et al., 2006), Mammillaria albicoma (WYKA et al., 2006) e Melocactus
zehntneri (ANSELMO, 2011; CORREIA et al.,, 2011a). Exceto Costa et al. (2001), que
utilizou o meio de cultura BS, e Anselmo (2011) e CORREIA et al. (2011a), que utilizaram o
meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995), os demais trabalhos fizeram uso do meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), o mais utilizado em cultivo in vitro de plantas.
De acordo com Correia et al. (2012b) a escolha do meio de cultura JADS (CORREIA et al.,
1995) para o cultivo in vitro de cacticeas deu-se em razio de ele apresentar aproximadamente
o dobro da concentracio de célcio (5,0 mmol L) e de magnésio (3,0 mmol L") quando
comparado as concentragdes desses nutrientes existentes no meio de cultura MS. A
importancia do célcio e do magnésio na nutricdo mineral de cactdceas € citada por Rubluo et
al. (1996). Entre outras diferencas na composi¢ao desses meios de cultura citam-se: 1)
concentracdo de ions totais (JADS - 52 mmol L'l; MS — 94 mmol L‘]), 2) relacdo NO3:NH4
(JADS 5,5:1 ; MS 1,9:1), 3) fonte de calcio (JADS — Ca(NOs3); MS — CaCl,), 4) concentracdes
reduzidas de nitrogénio, potdssio, boro, zinco e cloro e, maiores de fosforo, enxofre, cobre,
ferro, sédio, cobalto em meio JADS do que em meio MS e, 5) auséncia de iodo em meio
JADS.

Entretanto, o sucesso no estabelecimento in vitro das cacticeas pode ser
comprometido devido a morfologia da maioria das espécies, repleta de espinhos e pelos, que
facilita a presenca de microrganismos (MERCIER; KERBAUY, 1994; CHAVEZ et al., 2006;
MEDEIROS et al., 2006). Nesse contexto, o estabelecimento in vitro via sementes dessas
espécies pode ser uma alternativa vidvel, ndo somente em virtude da maior facilidade para a

desinfestacdo superficial, mas também pela manutencio da variabilidade genética das plantas
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obtidas (CORREIA et al., 2011b). Portanto, para o estabelecimento in vitro € interessante a
utilizacdo de plantas oriundas da germinacdo de sementes in vitro derivadas de diferentes

populacdes (MERCIER; NIEVOLA, 2003).

No entanto, apesar de algumas espécies de cactdceas ja apresentarem protocolos de
multiplicacdo, esses estudos ainda sdo escassos se comparados com os conhecimentos ja
obtidos para outras familias de plantas, sobretudo para as espécies nativas (ZAPPI et al.,
2011). Até o momento, ndo ha relatos na literatura cientifica de trabalhos envolvendo a

micropropagacao de Pilosocereus chrysostele.

1.5 Reguladores de crescimento

Fitohormo6nios ou hormonios vegetais sdo um grupo de substincias organicas naturais
que influenciam, sob baixas concentracOes, processos fisiologicos importantes como
crescimento, diferenciacdo e desenvolvimento de plantas, além de atuarem, como

mensageiros quimicos, podendo inibir ou estimular esses processos (KERBAUY, 2012).

O termo regulador de crescimento é normalmente empregado para compostos naturais
(fitohormonio e substancias naturais de crescimento) ou sintéticos que exibem atividades

no controle do crescimento e desenvolvimento da planta (DAVIES, 2010).

Segundo Kerbauy (2012) as principais classes de hormonios vegetais sdo: giberelinas,
acido abscisico, etileno, auxinas e citocininas. As giberelinas possuem a capacidade de
promover o crescimento caulinar e o alongamento celular. O acido abscisico estd envolvido
com a prote¢do ao estresse hidrico e no desenvolvimento de sementes. J4 o etileno tem papel
importante na divisdo e expansdo celular, crescimento e diferenciacdo da parte aérea e no
amadurecimento de frutos. Enquanto as auxinas e citocininas estdo relacionadas a funcdes

importantes na regulacdo do crescimento e desenvolvimento de plantas.

As auxinas estdo relacionadas, principalmente, ao crescimento da parte aérea, além de
estimular o desenvolvimento de calos e o enraizamento vegetal. O fluxo de auxina vindo das
gemas apicais inibe o crescimento de gemas laterais, fendmeno conhecido como dominancia
apical. Caso o crescimento da gema apical seja interrompido, o nivel de horm6nio diminui e

as gemas laterais se desenvolvem. De acordo com Taiz e Zeiger (2012) foi constatado que
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embora a dominancia apical possa ser determinada primariamente pelas auxinas, estudos
fisiolégicos indicam que as citocininas executam um papel importante em iniciar o
crescimento de gemas laterais (DAVIES, 2010; TAIZ; ZEIGER, 2012). Para Hoppen (2011),
os estudos que foram realizados por Skoog e Miller (1957), sugeriram que a morfogénese
vegetal é regulada por hormonios vegetais, principalmente as auxinas e citocininas. Esses
autores verificaram que existe uma relagcdo inversa entre os dois hormoénios: quando o nivel de
auxina estd mais elevado, contribui para o surgimento de raizes e quando o conteido de
citocinina estd alto, favorece o surgimento de gemas laterais. Assim, para ocorrer a quebra da
dominancia apical, estimulada pela auxina, é retirado o dpice da planta, ficando os segmentos
caulinares e esses segmentos sdo utilizados como explantes na micropropagacdo para
promover o desenvolvimento de gemas laterais, e consequentemente, a formacao de brotos
(TAIZ; ZEIGER, 2012). Segundo Deberch e Read (1991) é um método direto de regeneracao
de plantas por meio da inducdo do crescimento e da proliferacdo de gemas. Segundo Schuch e
Erig (2005), as concentragdes de citocininas para a multiplicacdo de gemas estdo entre 0,1 mg
L'e50 mg L' e, entre as citocininas comercialmente disponiveis, a benzilaminopurina
(BAP) geralmente apresenta acdo mais rapida, induzindo a formagdo de gemas, além de ser

economicamente mais vidvel por apresentar menor custo.

Todavia, a organogénese in vitro é altamente dependente da interacdo entre os teores
endégenos de hormodnios produzidos pelo explante e os reguladores vegetais adicionados ao
meio de cultura (GEORGE, 1993). Geralmente, a auséncia ou baixos niveis de auxina
combinados com moderado a altos niveis de citocininas, aumentam a formagdo de brotos
(HARTMANN, 2011). Para a indu¢do de enraizamento, ANA (4cido naftalenoacético), AIA
(dcidoindolacético) e AIB (4cidoindolbutirico) sdo as auxinas sintéticas frequentemente
utilizadas para espécies de cacticeas (RETES-PRUNEDA et al., 2007). Contudo, visto que a
morfogénese in vitro é gendtipo dependente € necessdrio o estabelecimento de protocolos

especificos a fim de estabelecer a combinagdo 6tima de reguladores para cada cacticea

(ESTRADA-LUNA et al., 2008).
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2. Objetivo
Avaliar a formacdo de brotagdes e de raizes em dois tipos de segmentos caulinares de

Pilosocereus chrysostele juvenis em fung¢do de concentragdes de citocinina.
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3. Material e Métodos

3.1 Local

O estudo foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa
Agroindustria Tropical situado no municipio de Fortaleza, Ceard, durante o periodo de marco

de 2013 a junho de 2013.

3.2 Material genético

Foram utilizadas plantas de Pilosocereus chrysostele oriundas de semeadura in vitro.

Para obtencdo das plantas de P. chrysostele cultivadas in vitro, as sementes foram
retiradas de frutos coletados de plantas localizadas no Estado do Ceard. Foi utilizada a
metodologia descrita por Correia et al. (2011a) para a desinfestacdo das sementes e a obtengao

das plantas in vitro.

Figura 4 - Condi¢des de crescimento para obtengdo de plantas de Pilosocereus chrysostele in vitro. Foto: Diva

Correia, 2013
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3.3 Conducao do experimento e delineamento experimental

O crescimento das plantas ocorreu em meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995)
suplementado com 30 g L™ de sacarose e 1,8 g L™ de agente solidificante Gelrite®, em
frascos de vidro de capacidade de 250 mL, cada um contendo 40 mL de meio. O pH dos
meios de cultura foi ajustado para 5,8 antes da esterilizagdo por autoclavagem a 121°C
durante 15 minutos. O cultivo dessas plantas foi realizado em sala de crescimento a
temperatura de 26 °C £+ 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas e radia¢do fotossintética de 30
pmol m? s (Figura 4). Foram utilizadas plantas cultivadas in vitro durante 12 meses apos a
semeadura com altura do caule em torno de 4 cm (Figura 5A).

Em camara de fluxo laminar, os caules das plantas foram seccionados
transversalmente estabelecendo-se dois tipos de explante: o segmento caulinar apical e o
segmento caulinar basal com tamanho aproximado de 2 cm cada. Os explantes foram
inoculados em meio de cultura JADS suplementado com citocinina BAP (6-
benzilaminopurina - 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 mg L']), 30 g L' de sacarose e 1,8 g L' de
agente solidificante Gelrite®, com ajuste do pH em 5,8 antes da esterilizacdo em autoclave a
121 °C durante 15 minutos. Foram utilizados frascos de 250 mL com 40 mL de meio de
cultura.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado
em esquema fatorial 2 x 6, sendo o fator A, tipos de segmentos caulinares (apical e basal)
(Figura 5) e o fator B, as concentracdes de BAP (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg L‘]), com 12
tratamentos (Tabela 1), 5 repeticdes com 5 frascos por repeticao e um explante por frasco.

Aos 90 dias de cultivo, foram avaliados o nimero de brotacdes por explante com

tamanho igual ou superior a 5 mm e o nimero de explantes com raizes.
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Basal

Figura 5 - Planta de Pilosocereus chrysostele cultivada in vitro durante 12 meses ap6s a semeadura e com
aproximadamente 5 cm de altura (A) e o segmento caulinar apical (B) e o segmento caulinar basal (C), ambos

com aproximadamente 2 cm cada. Fotos: Diva Correia, 2013.

Tabela 1 - Definicdo dos tratamentos utilizados no experimento

Tipo de segmento Concentragao de citocinina
Tratamentos . 1
caulinar BAP em mgL

1 Apical 0,0

Basal 0,0
3 Apical 0,5
4 Basal 0,5
5 Apical 1,0
6 Basal 1,0
7 Apical 2,0
8 Basal 2,0
9 Apical 4,0
10 Basal 4,0
11 Apical 8,0
12 Basal 8,0

3.4 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados pela analise de variancia (teste F) com significancia a 1% de
probabilidade. Para a varidvel nimero de brotagdes, foi realizada a andlise de regressdo tendo
como varidvel dependente o numero de brotacdes e como varidvel independente, a

concentracdo de BAP. A escolha do modelo foi baseada nos coeficientes de determinagao
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ajustados (R2?) e na significancia do teste F. Para a varidvel nimero de explantes com raizes, a
comparacdo entre as médias foi realizada pelo teste de Tukey com significancia a 5% de

probabilidade.
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4. Resultados e Discussao

O resultado da andlise de variancia para nimero de brotacdes e nimero de raizes
desenvolvidas em explantes caulinares de Pilosocereus chrysostele juvenis cultivados in vitro

encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Resumo da andlise de varidncia para nimero de brotacdes e nimero de explantes com raizes em
segmentos caulinares, apical e basal, de Pilosocereus chrysostele juvenis aos 90 dias de cultivo em fungdo de

concentragdes de citocinina. Embrapa Agroindistria Tropical. Fortaleza, CE, 2013

Quadrados Médios

Fontes de variacdo GL Numero de brotagdes Explantes com raizes

(n°) (n°)
Concentragcdo de BAP (A) 5 94,0300%* 10874,6666**
Tipo de segmento caulinar (B) 1 400,4166** 666,6666
AxB 5 41,4166 106,6666
Residuo 48 25,2083 433,3333
CV (%) 50,97 42,20

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Na Tabela 2 pode-se verificar que houve efeito significativo das concentracdes de
citocinina e do tipo de segmento caulinar para niumero de brotacdes, e do tipo de segmento
caulinar para nimero de explantes com raizes. Nao foi observada interacdo significativa entre

concentracdes de citocinina e tipos de segmentos caulinares.

4.1 Nuamero de brotacoes

O inicio da indugdo de brotagdes foi observado aos 30 dias de cultivo independente da

concentracao de citocinina.

Pode-se observar na Figura 6, uma tendéncia quadrética para a formacdo de brotacdes
em ambos os tipos de segmentos caulinares. A formagao de brotagdes sofreu incremento com

o aumento da concentracio de citocinina até 4 mg L' de BAP e reducio na presenca de 8 mg
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L' de BAP. Essa resposta sugere que concentra¢des acima desses valores de BAP limitem o

desenvolvimento de gemas.

6 r
]
o)
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o
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a
8 |l .
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o 2 R*=0,8795 R*=0,9952
= B Apical # Basal
=
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Figura 6 — Nimero médio de brotagdes obtidos em segmentos caulinares, apical e basal, de Pilosocereus
chrysostele juvenis, em funcdo da concentragio de citocinina BAP (6-benzilaminopurina), em mg L™ aos 90 dias

de cultivo in vitro. Fortaleza, 2013

Anselmo (2011) e Correia et al., (2011b) em estudos feitos com Melocactus zehntneri
(coroa-de-frade) uma cactidcea globular nativa do Nordeste do Brasil, observaram que as
maiores médias de brotagdo foram obtidas com 4 mg L'es8 mg L de citocinina BAP e que
segmentos caulinares basais apresentaram as maiores quantidades de brotagdes quando
comparados aos segmentos caulinares apicais. Nos mesmos estudos também foi observado
que para coroa-de-frade, o uso de concentracdes acima de 4 mg L™ da citocinina BAP levam

ao aparecimento de hiperhidria em ambos os tipos de segmentos.

4.2 Observacoes visuais

Para ambos os tipos de segmentos caulinares, foi observado que em concentragcdes
acima de 1 mg L de BAP, as brotacdes apresentavam aspecto vitreo ou seja, hiperhidria
(Figura 7). Segundo Hazarika et al. (2006), plantas com aspecto vitreo sdo

caracterizadas por apresentarem excesso de absorcdo de dgua, baixos niveis de lignina e



28

celulose, resultando na reducdo da parede celular. Este fato ja foi observado na
micropropagagdo de algumas espécies de cacticeas (GIUSTI et al., 2002; SANTOS-DIAS et
al., 2003; ANSELMO, 2011; CORREIA et al., 2011b). Fatores como a alta umidade, baixa
concentracdo ou auséncia de dgar, altas concentragdes de fons amdnio e desbalanco hormonal
podem levar a formacao de 6rgdos anormais com aparéncia quebradi¢ca e encharcada de dgua
(HARTMANN, 2011). Para Ziv e Ariel (1994), o excesso de regulador de crescimento no
meio de cultura, por um tempo prolongado pode causar alteracdes genéticas, fisioldgicas e
morfolégicas. Segundo PEREZ-MOLPHE-BALCH et al. (2002) a hiperhidria pode impedir
0 enraizamento e a sobrevivéncia ex vitro, embora a hiperhidricidade nio contribua para a
diminui¢do do nimero de brotacdes. Nesse estudo, a reducdo para formagdo de brotacdes
somente foi observada acima de 4 mg L' de BAP. Resultados similares a esse estudo também
foram alcancados por Anselmo, 2011 e Correia et al., 2011b em dois tipos de segmentos

caulinares de Melocactus Zehntneri em 80 dias de cultivo.

A presenca de hiperhidria em culturas in vitro deve-se a ocorréncia de alteracOes
fisiolégicas. Essas alteracdes podem estar relacionadas com excesso de citocinina
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), de nutrientes do meio de cultivo (HARTMANN,
2011) e/ ou influéncia de outro fator ambiental especifico que interage com a cultura
necessitando de mais investigacdo, como por exemplo, testar concentracdes de at€é 1 mg L'
de BAP para a P. chrysostele e/ou outras fontes de citocinina como realizado por Oliveira et
al. 2008 em Cereus jamacaru, uma cacticeas colunar nativa do Brasil. Nesse estudo foi
observado que o uso de BAP ou de N,6-isopenteniladenina (2-iP) favorecem a formacao de
brotacdes em meio de cultura MS suplementado com até 2 mg L. Todavia, na presenca de 2-
iP, as brotacdes desenvolvidas apresentavam boa qualidade e crescimento normal quando
comparadas aquelas crescidas na presenca de BAP com 1,0 mg L e 2,0 mg L, as quais

mostravam-se intumescidas e altura reduzida.
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APICAL BASAL

Figura 7 — Crescimento de brotacdes em segmentos caulinares, apical e basal, de Pilosocereus chrysostele

juvenis, em fungdo da concentracio de citocinina BAP (6-benzilaminopurina), em mg L™ aos 90 dias de cultivo.

Na Tabela 3 encontram-se as caracteristicas visuais da morfogénese em brotacdes
formadas em segmentos caulinares, basal e apical, cultivados em meio de cultura JADS
suplementado com diferentes concentracdes de citocinina BAP. As brotacdes foram avaliadas

quanto a localizacgdo (origem) no explante, ao tamanho, a coloracio e crescimento.



Tabela 3 — Localizagcdo da formacdo de brotagdes no explante, tamanho, coloragdo e crescimento das brotagdes em segmentos caulinares, apical e basal, de Pilosocereus

chrysostele juvenis, em funcio da concentragio de citocinina BAP (6-benzilaminopurina), em mg L™, aos 90 dias de cultivo in vitro

Concentragdo de citocinina BAP, em mg L'

Tipo de
segmento caulinar 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0
Local Nio ha Regido Regido superior Regido inferior Regido superior Regido superior
inferior e inferior e inferior e inferior
Tamanho Nao ha Variando de Variando de Variando de 0 Variando de Variando de
0al5mm 0al5mm a 15 mm 0al5mm 0al5mm
Apical
Cor Nao ha Verde- Verde - claro e Verde - claro e Verde - claro e Verde —
escuro verde — escuro verde — escuro verde - escuro escuro
Crescimento Nio ha Reduzido/ Médio/ Intenso/ Intenso/ Intenso/
uniforme uniforme desuniforme desuniforme desuniforme
Local Regido Regido superior Regido superior Regido superior Regido superior Regido superior
Superior e inferior e inferior e inferior e inferior
Tamanho Variando de Variando de Variando de Variando de Variando de Variando de
0a20 mm 0al5mm 0al5mm 0al5mm 0al5mm 0al0mm
Basal
Cor Verde - claro e Verde - claro e Verde - claro e Verde - claro e Verde - claro e Verde - escuro
verde — escuro verde - escuro verde - escuro verde — escuro verde - escuro
Crescimento Médio/ Médio/ Intenso/ Intenso/ Intenso/ Intenso/
uniforme uniforme desuniforme desuniforme desuniforme desuniforme
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Pode-se inferir pelos dados obtidos na Tabela 4 e na Figura 7 que hd um gradiente
hormonal na planta que originou os dois tipos de segmentos caulinares apical e basal, da base
para o dpice da planta favordvel a citocinina. Esse fato é evidente em ambos os segmentos
caulinares cultivados durante 90 dias na auséncia de citocinina onde s6 houve formacdo de
brotacdes em segmentos basais devido a quebra da dominancia apical causada pelo corte
transversal realizado no caule da planta que originou os dois tipos de segmentos. Em ambos
os segmentos caulinares cultivados na presenca de citocinina observa-se que a formacio de
brotagdes se intensifica na regido inferior de segmentos caulinares apicais € na regido superior
de segmentos basais até a concentracio de 0,5 mg L' de BAP. Nessas regides dos segmentos
caulinares, o nimero de brotacdes se intensifica e reduz de tamanho com o aumento da
concentracdo de citocinina. Oliveira et al. (2008), avaliando a producdo de biomassa de
brotacdes de Cereus jamacaru in vitro, também observaram tendéncia de reducdo da

biomassa a partir da concentra¢io de 2,0 mg L' de BAP ou de 2-iP.

4.2.1 Formacao de raizes

Na Tabela 4 e Figura 8 pode-se observar que com o aumento da concentragdo de
citocinina houve uma redug¢do na formagdo de raizes em ambos os tipos de segmentos
caulinares evidenciando o efeito da citocinina para a formacdo de brotagdes (Figura 7;
TABELA 4) e de inibicdo a inducdo de raizes. Na auséncia de citocinina houve 100% de
formacdo de raizes em ambos os tipos de segmentos caulinares o que enfatiza a dominancia

apical onde as auxinas sdo produzidas no dpice da planta (KERBAUY, 2012).

Tabela 4 — Porcentagem de enraizamento em segmentos caulinares, apical e basal, de Pilosocereus chrysostele

juvenis em fun¢do de concentracdes de citocinina aos 90 dias de cultivo in vitro

Tipo de segmento Concentragio de BAP (mg L™)
caulinar
0,0 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0
Apical 100 60 72 52 28 4

Basal 100 52 56 40 24 4
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Figura 8 — Crescimento de raizes em segmentos caulinares, apical e basal, de Pilosocereus chrysostele juvenis

em funcio da concentracio de citocinina BAP (6-benzilaminopurina), em mg L™ aos 90 dias de cultivo.
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5. CONCLUSOES

Segmentos caulinares apical e basal, de P. chrysostele juvenis, cultivados em meio de
cultura JADS durante 90 dias: induzem brotagdes com até 1 mg L' de citocinina BAP,
favorecem o desenvolvimento de brotagdes com hiperhidria em concentracdes superiores a 1

-1 ~ . ~
mg L~ e reduzem a formacao de raizes com o aumento da concentracao de BAP.
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