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Na regido semiarida do Nordeste brasileiro,
encontram-se varias cactaceas de importancia para o
ecossistema regional. Algumas apresentam potencial
para uso como planta ornamental e como forrageira
para a alimentacéo do gado no periodo das secas
(CAVALCANTE; RESENDE, 2006). A maioria das
espécies pertence aos géneros Cereus, Pilosocereus
e Melocactus (MENEZES et al., 2011).

As plantas do género Melocactus, conhecidas
como coroa-de-frade, sdo cactos que atraem a
atencgdo, por possuirem uma forma globosa e
uma estrutura formada na regiao apical do caule
denominada cefélio, onde se formam as flores

e frutos, que sao bagas contendo as sementes.
As espécies de Melocactus ocorrem no México e
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em outros paises da América Central e América

do Sul (TAYLOR; ZAPPI, 2004). Das 36 espécies
conhecidas (ANDERSON, 2001), 19 delas ocorrem
no leste do Brasil, das quais 17 sdo endémicas
(LISTA..., 2012). No Estado da Bahia, encontra-se a
maior concentragéo de representantes desse género
(TAYLOR; ZAPPI, 2004). O Melocactus zehntneri é
uma das trés espécies ocorrentes no Estado do Ceara
(TAYLOR; ZAPPI, 2004) e é a de maior frequéncia na
Caatinga cearense (COELHO et al., 2010).

Entre as cactaceas, as coroas-de-frade sao muito
utilizadas como espécies ornamentais e, por esse
motivo, sofrem os efeitos do extrativismo (SILVA et
al., 2011). Sao espécies tropicais que se reproduzem
basicamente por via sexuada, e poucas informagdes
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estdo disponiveis na literatura tanto sobre os
mecanismos de germinagédo das sementes (LONE

et al., 2007; CORREIA et al., 2011a) quanto aos
métodos de propagacgao vegetativa (GIUSTI et al.,
2002). Adicionalmente, na natureza, raramente
observa-se a formacao de brotos em coroas-de-
-frade; o desenvolvimento de brotos nessas espécies
€ observado no campo em funcgao de ocorréncia de
um dano fisico no caule (TAYLOR, 1991). Dessa
forma, a micropropagacéao pode ser uma alternativa
viavel para a multiplicagao in vitro de coroa-de-frade
(RUBLUO et al., 1996), como indicam alguns estudos
(CORREIA et al., 2009; RESENDE et al., 2009;
ANSELMO, 2011; CORREIA et al., 2011b).

Pesquisas relacionadas a micropropagacéao de
cactaceas tém sido conduzidas no Laboratério
de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa
Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE, com o
objetivo de definir tecnologias e/ou processos de
propagacao e de conservagao.

Estudos conduzidos in vitro com Melocactus
zehntneri permitiram a obtencéo da multiplicagao

de brotos a partir de diferentes tipos de cortes

em caules de plantas juvenis. Para isso, foram
conduzidos trés experimentos, um para cada tipo de
corte (transversal, longitudinal com uma “costela”

e longitudinal com duas “costelas”) (Figura 2). No
primeiro experimento com corte transversal, testou-se
também o efeito da concentragao da citocinina BAP
(0,0mgL"1,0mgL"20mgL"4,0mgL"e 8,0mg
L") (ANSELMO, 2011; CORREIA et al., 2011b).

Em todos os experimentos, foram utilizadas plantas
juvenis obtidas a partir da germinacao de sementes
in vitro de acordo com a metodologia citada por
Correia et al. (2011a). As sementes foram coletadas
de plantas mantidas no viveiro de mudas da Embrapa
Agroindustria Tropical. Apds a germinagéao, o
crescimento e desenvolvimento das plantulas ocorre
em meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995)
(Tabela 1) suplementado com 2 g L' de Gelrite®
(Sigma-Aldrich) como agente solidificante. O pH

do meio de cultura é ajustado para 5,8 antes do
acréscimo do Gelrite; apos, é distribuido em frascos
com capacidade de 250 mL e vedados com tampas
plasticas transparentes (Figura 1). Dessa forma, os
frascos com meio de cultura sdo esterilizados em
autoclave a temperatura de 121 °C sob pressao de
1,5 atm durante 15 minutos.

As plantulas devem ser transferidas para meio
novo a cada 4 meses até que alcancem altura

da parte aérea entre 3 cm e 4 cm e oito costelas
bem desenvolvidas (Figura 1), o que ocorre apdés
16 meses de cultivo apds a germinagdo. Durante

o crescimento e desenvolvimento das plantulas,
dependendo do seu tamanho, pode-se cultivar mais
de uma plantula por recipiente contendo 30 mL de
meio de cultura em cada frasco. O cultivo in vitro
ocorre a temperatura de 27 + 2 °C, fotoperiodo de 12
horas e radiacao ativa fotossintética de 30 ymol m=2 s
obtida com ldampada fluorescente (40 Watts).

A escolha do meio de cultura JADS deu-se em razao
de ele apresentar aproximadamente o dobro da
concentragao de calcio (5,0 mmol L') e de magnésio
(3,0 mmol L") quando comparado as concentragdes
desses nutrientes existentes no meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), o mais utilizado em
cultivo in vitro de plantas. A importancia de calcio

e de magnésio na nutricdo mineral de cactaceas é
citada por Rubluo (1996). Entre outras diferengas

na composi¢cao desses meios de cultura, citam-se:
a) concentragéo ions totais (JADS - 52 mmol L

MS — 94 mmol L"); b) relagdo NO, : NH,  (JADS 5,5:1;
MS 1,9:1); c) fonte de calcio (JADS — Ca(NO,); MS
— CaCl,); d) concentragbes reduzidas de nitrogénio,
potassio, boro, zinco e cloro, e maiores de fésforo,
enxofre, cobre, ferro, sédio e cobalto em meio JADS
do que em meio MS; €) auséncia de iodo em meio
JADS.

Figura 1. Plantula de coroa-de-frade (Melocactus zehntneri)
com altura de aproximadamente 3 cm, cultivada in vitro
durante 19 meses apds a semeadura.

Foto: Diva Correia
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Tabela 1. Composigédo do meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995).

Componente

Macronutriente

Nitrato de amonio (NH,NO,)

Nitrato de potassio (KNO,)

Nitrato de calcio tetra-hidratado (CaNO,.4H,0)
Fosfato monobasico de potassio (KH,PO,)

Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,.7H,0)

Micronutriente

Ferro-EDTA
(FeSO,.7H,0)
(Na,EDTA.2H,0)

Sulfato de manganés mono-hidratado (MnSO,.H,0O)

Sulfato de zinco hepta-hidratado (Zn SO,.7H,0)

Sulfato de cobre penta-hidratado (Cu SO,.5H,0)
Molibdato de sédio di-hidratado (Na,MoO,.2H,0)
Acido bérico (H,BO,)

Composto organico

Tiamina.HCI (vitamina B,)

Piridoxina.HCI (vitamina B,)

Acido nicotinico (vitamina PP)

Pantotenato de calcio (vitamina B,)

Cisteina

Arginina

Glutamina

Inositol

Sacarose

Concentragao

(mg L) (mmol L)
324,0 4,0
809,0 8,0
1.181,0 50
408,0 3,0
739,5 3,0
55,60 0,2
74,50 0,2
12,80 0,076
4,30 0,015
1,25 0,005
0,15 0,0006
3,10 0,05
5,0 0,015
0,5 0,0024
0,5 0,004
24 0,005
2,5 0,02
7,0 0,04
146,0 1,0
100,0 0,555
30.000,0 11.400,0

Fazendo uso de plantulas (Figura 1 e 2A) em
camara de fluxo laminar, preparam-se os explantes
realizando os seguintes cortes nos caules das
plantulas:

a) Corte transversal — os caules sao seccionados
transversalmente originando trés tipos de
explantes: apical, mediano e basal (Figura 2B).

b) Corte longitudinal — cada costela do caule é
seccionada longitudinalmente (Figura 2C)
seguido de corte transversal na regido mediana
do caule, originando dois tipos de explantes:
apical e basal (Figura 2D).

c¢) Corte longitudinal — 0 mesmo que o item b,
fazendo uso de duas costelas do caule, como
pode ser observado na Figura 2E.

Os segmentos caulinares cortados (explantes)
(Figuras 2B, 2D e 2E) devem ser inoculados em
frascos com capacidade de 250 mL (Figuras 1 e 3)
contendo meio de cultura JADS suplementado com
4,0 mg L' de BAP (Benzilaminopurina) (ANSELMO,
2011; CORREIA et al., 2011b). As condigdes de
cultivo in vitro das culturas sdo as mesmas daquelas
citadas para o crescimento e desenvolvimento das
plantulas.
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Apical

Mediano

Basal

Figura 2. Tipos de cortes em caule juvenil de coroa-de-frade (Melocactus zehntneri). Plantula de coroa-de-frade
cultivada in vitro durante 19 meses apés a semeadura e com aproximadamente 3 cm de altura (A); cortes
transversais (B); corte longitudinal (C); explantes basal e apical com uma costela (D); explantes basal e apical com

duas costelas (E). Barra =1 cm.

Os diferentes tipos de cortes realizados proporcionam
a quebra da dominancia apical na plantula
(rompimento do fluxo auxina-citocinina no sentido
apice-base na planta inteira). Consequentemente,
com a redugdo da auxina, ha acumulo de citocinina,
favorecendo o desenvolvimento de gemas laterais e
proliferagdo de brotos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Essa
morfogénese € acelerada devido a sinergia entre os
hormonios enddgenos e a citocinina BAP adicionada
ao meio de cultura onde os explantes séo cultivados
(ANSELMO, 2011; CORREIA et al., 2011b). Na
maioria das cactaceas, a exemplo das coroas-de-
-frade, o desenvolvimento de gemas ocorre nas
aréolas presentes no seu caule.

Os resultados alcangados indicaram que, para cada
tipo de corte, a indugado dos brotos ocorre durante os
primeiros 30 dias apos a inoculagao dos explantes.
Aos 120 dias de cultivo, a formagao de brotos varia

em fungao do tipo de corte. A formacao de brotos
€ superior em cortes longitudinais em relagdo aos
cortes transversais, sendo mais intensa da regiao
mediana a base.

As validagdes dessas respostas foram conduzidas
com 200 explantes cada uma, as quais confirmaram o
resultado alcangado em cada experimento (Tabela 2).

Adicionalmente, em todos os tipos de cortes, podem-
-se obter brotos com circunferéncia entre 0,5 cm e
1,0 cm de diametro (Figura 3), os quais podem ser
retirados dos explantes e transferidos para novo
cultivo in vitro.

O corte transversal € mais facil e rapido de ser
preparado do que o corte longitudinal. Entretanto,
justifica-se o uso de cortes longitudinais com uma
ou duas costelas devido ao elevado rendimento de
brotos por plantula, em torno de trés vezes, quando
comparado aquele obtido em cortes transversais.
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Tabela 2. Numero médio de brotos e rendimento total de brotos por plantula desenvolvidos em diferentes tipos de corte em
caules juvenis de coroa-de-frade (Melocactus zehntneri) cultivados in vitro em meio de cultura JADS suplementado com
4,0 mg L' de BAP (Benzilaminopurina), durante 120 dias (Fortaleza, CE, 2012).

Niimero de explante Numero® médio de Rendimento total
Tipo de corte Explante ) pn brotos obtido por de brotos por
possivel por plantula A
explante [JETNT]E
Apical 1 1,65
Transversal Mediano 1 2,21 5,87
Basal 1 2,01
Longitudinal com Apical 8 0.71
uma costela seguido '
20,24
de corte transversal
na regido mediana Basal 8 1,82
Longitudinal com Apical 4 218
duas costelas seguido '
18,28
de corte transversal
na regido mediana Basal 4 2,39

n = 200 explantes.

Fotos: Diva Correia

Figura 3. Formacgéao de brotos em diferentes explantes de coroa-de-frade (Melocactus zehntneri) cultivados in vitro em
meio de cultura JADS suplementado com 4,0 mg L' de BAP (Benzilaminopurina), durante 120 dias e oriundos de plantulas
cultivadas in vitro durante 19 meses apds a semeadura. Explantes apical (A), mediano (B) e basal (C) obtidos de corte
transversal; explantes apical (D) e basal (E) com uma costela obtidos de corte longitudinal; explantes apical (F) e basal (G)
com duas costelas cada um obtidos de corte longitudinal. Barra = 1 cm.
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