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Resumo

A versatilidade produtiva do facheiro associada a disponibilidade natural da espécie
ocasionam uma exploracdo sem planejamento. Consequentemente, poucos estudos tem sido
desenvolvidos sobre a conservacdo e manutencdo da espécie, principalmente na Regido
Nordeste. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do meio simplificado e do agente
gelificante alternativo, amido de milho, na germinacéo in vitro de Pilosocereus pachycladus.
As sementes foram desinfestadas e inoculadas em meio de cultivo contendo fertilizantes
comerciais, suplementados com sacarose, e gelificados com &gar e amido de milho. Os
tratamentos: sais completo de Calcinit® e Kristalon® e gelificado com agar - CKAG; metade
dos sais de Calcinit® e Kristalon® e gelificado com agar — MCKAG; sais completo de

Calcinit® e Kristalon® e gelificado com amido de milho - CKAM; metade dos sais de
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Calcinit® e Kristalon® e gelificado com amido de milho - MCKAM. O meio CKAG
promoveu menor percentual de contaminagdo 20%. E os meios CKAM e MCKAM obtiveram
67 e 75% para percentual de germinacdo respectivamente. As maiores médias para altura da
parte aérea foi para os meios CKAM e CKAG com 0,32 e 0,30 cm respectivamente. E para o
comprimento da raiz o maior valor foi para 0 meio CKAG com 0,65 cm. Ndo houve efeito
significativo na aclimatacdo das plantulas para os tratamentos. Diante os resultados obtidos
sugere-se a utilizagcdo do amido de milho em meios de cultura como uma excelente alternativa
na germinacdo in vitro de P. pachycladus, proporcionando redugdo nos custos e um
percentual de germinacao satisfatério.

Palavras-chave: Cactaceas; Fertilizantes; Amido de milho, Producdo de facheiro,
Conservagdo biologica.

Abstract

The productive versatility of the facheiro associated with the natural availability of the species
causes an exploration without planning. Consequently, few studies have been carried out on
the conservation and maintenance of the species, mainly in the Northeast Region. The aim of
the present study was to evaluate the effect of the simplified medium and the alternative
gelling agent, corn starch, on the in vitro germination of Pilosocereus pachycladus. The seeds
were disinfected and inoculated in a culture medium containing commercial fertilizers,
supplemented with sucrose, and gelled with agar and corn starch. The treatments: complete
salts of Calcinit® and Kristalon® and gelled with agar - CKAG; half of the Calcinit® and
Kristalon® salts and gelled with agar - MCKAG; complete salts of Calcinit® and Kristalon®
and gelled with corn starch - CKAM; half of the Calcinit® and Kristalon® salts and gelled
with corn starch - MCKAM. The CKAG medium promoted a lower percentage of
contamination by 20%. And the CKAM and MCKAM media obtained 67 and 75% for
germination percentage, respectively. The highest averages for aerial part height were for the
CKAM and CKAG media with 0.32 and 0.30 cm, respectively. And for the length of the root,
the highest value was for the CKAG medium with 0.65 cm. There was no significant effect on
seedling acclimatization for treatments. In view of the results obtained, it is suggested the use
of corn starch in culture media as an excellent alternative for in vitro germination of the P.
pachycladus, providing cost reduction and a satisfactory germination percentage.

Keywords: Cacti; Fertilizers; Corn Starch, Facheiro Production, Biological conservation.
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Resumen

La versatilidad productiva del facheiro asociada con la disponibilidad natural de la especie
provoca una exploracion sin planificacion. En consecuencia, se han realizado pocos estudios
sobre la conservacion y el mantenimiento de la especie, principalmente en la region noreste.
El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del medio simplificado y el agente
gelificante alternativo, el almidon de maiz, sobre la germinacion in vitro de Pilosocereus
pachycladus. Las semillas fueron desinfectadas e inoculadas en un medio de cultivo que
contenia fertilizantes comerciales, suplementados con sacarosa y gelificados con agar y
almidon de maiz. Los tratamientos: sales completas de Calcinit® y Kristalon® y gelificadas
con agar - CKAG; la mitad de las sales de Calcinit® y Kristalon® y gelificadas con agar -
MCKAG,; sales completas de Calcinit® y Kristalon® y gelificadas con almidon de maiz -
CKAM; mitad de las sales de Calcinit® y Kristalon® y gelificado con almidén de maiz -
MCKAM. El medio CKAG promovi6 un menor porcentaje de contaminacion del 20%. Y los
medios CKAM y MCKAM obtuvieron 67 y 75% para el porcentaje de germinacion,
respectivamente. Los promedios mas altos para la altura de la parte aérea fueron para los
medios CKAM y CKAG con 0.32 y 0.30 cm, respectivamente. Y para la longitud de la raiz, el
valor mas alto fue para el medio CKAG con 0,65 cm. No hubo un efecto significativo en la
aclimatacion de plantulas para los tratamientos. En vista de los resultados obtenidos, se
sugiere el uso de almidon de maiz en medios de cultivo como una excelente alternativa en la
germinacién in vitro de las P. pachycladus, proporcionando una reduccién de costos y un
porcentaje de germinacion satisfactorio.

Palabras clave: Cactus; Fertilizantes; Almidon de maiz, Produccion de facheiro,

Conservacion bioldgica.

1. Introducéo

A regido semiarida do nordeste do Brasil € rica em biodiversidade vegetal e é
representada principalmente pela vegetacdo da caatinga (Albuquerque et al., 2009), local
caracterizado por altas temperaturas e irregularidades pluviométricas com longos periodos de
estiagem. Nessa regido, os recursos florestais vém sofrendo um processo de degradagédo
acelerado devido a exploragdo ndo sustentavel (Gariglio et al., 2010), com indices de
degradacdo por volta de 50% (IPCC, 2020), ocasionando reducdo na producdo agricola e
consequente escassez de alimentos para subsisténcia humana e animal (Souza & Pacheco,
2019).
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A Caatinga possui uma extensdo de 844.453 km? entre as formacOes vegetais
brasileiras ¢ a mais desvalorizada, carente de estudos fitogenéticos e investimentos
governamentais (Giulietti et al., 2004; Sousa & Hondrio, 2020). Sua extensdo cobre a maior
parte da regido semiarida politicamente definida como do Nordeste do Brasil, e uma pequena
area localizada no norte de Minas Gerais, definida politicamente como poligono das secas. A
vegetacdo predominante na regido é a caducifolia, que abrange uma grande diversidade de
espécies endémicas, Giulietti et al. (2002) lista 18 géneros e 318 espécies, pertencentes a 42
familias. Dentre estas, a familia Cactaceae possui 41 espécies endémicas (Taylor & Zappi,
2002).

A familia Cactaceae compreende aproximadamente 130 géneros e 2000 espécies que
eram originalmente nativas do Novo Mundo (Abouseadaa et al., 2020), a maior diversidade
Brasileira se encontra na regido de Caatinga semiarida e no Cerrado sazonal (Medeiros et al.,
2017), sendo 44 espécies endémicas. Dentre estas, destaca-se as o Cereus jamacaru DC.
subsp. jamacaru, Pilosocereus gounellei (F.A.C. Weber) Byles & G.D. Rowley subsp.
gounellei e Pilosocereus pachycladus F. Ritter subsp. pernambucoensis (F. Ritter) Zappi
(Brito Cavalcanti et al., 2007; Silva, 2015).

O facheiro tem grande importancia para recurso forrageiro na epoca de seca (Alves et
al., 2014; Nunes et al., 2015), é utilizado como combustivel (6leo e lenha) (Alves et al., 2014;
Lucena et al., 2013; Nascimento et al., 2011), na construcdo de cercas (Nascimento et al.,
2009; Albuquerque et al., 2009), machados, canoas, porteiras (Lucena et al., 2013) e também
é utilizado na culindria em comunidades rurais para fabricacdo de biscoitos, bolos e doces
(Brito-Filho et al., 2017). Além de seu popular uso medicinal, utilizando as raizes para o
tratamento de inflamacdo prostatica, a decoccao do caule contra infecgdes urinarias, gripe e

furdnculo (Lucena et al., 2013).

A versatilidade produtiva associada & disponibilidade natural da espécie ocasionam
uma exploracdo sem planejamento consequentemente poucos estudos tem sido desenvolvidos
sobre a conservacdo e manutencdo da espécie, principalmente na Regido Nordeste (Abud et
al., 2012; Goettsch et al., 2015). Para estudos dessa natureza uma etapa que ndo pode ser
ignorada é a germinacao de sementes sabe-se que a dispersdo do facheiro ocorre por meio da
avifauna (Abud et al., 2010), entretanto, muitas sementes ndo germinam, sendo mortas por
animais e patdégenos ou ainda pelas condi¢cGes ambientais desfavoraveis (Mascote-Gémez et

al., 2020). Os animais frugivoros desempenham um papel importante na manutencdo da
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diversidade através da dispersdo de sementes, nesse sentido, as cacticeas apresentam frutos
com caracteristicas bem atrativas e ainda constituem uma fonte essencial de alimento por
ocorrerem em periodos de escassez alimentar, suprindo as necessidades energéticas de varios

grupos de animais (Santos et al., 2019).

Portanto estudos sobre a germinacdo de sementes auxiliam na conservacdo desse
recurso natural, possibilitando a obtencdo de plantas através da propagacdo diminuindo a
necessidade da coleta de material na natureza (Medeiros et al., 2017). Nesse contexto, a
técnica de cultivo in vitro vem sendo empregada com éxito para propagacdo em diferentes
espécies de cacticeas (Civatti et al., 2017; Torres-Silva et al., 2018). A técnica tem potencial
para produzir uma grande quantidade de plantas em um curto espaco de tempo e em espaco
reduzido (Hubstenberger et al., 1992). Além disso, a propagacdo in vitro permite o
estabelecimento de protocolos que permitem a multiplicacdo e estabelecimento de bancos de
germoplasmas garantindo a conservacdo da espécie (Pérez-Molphe-Balch et al., 2015).

Apesar das vantagens, a técnica possui alto custo devido a utilizacdo de meios de
cultivo tradicionais. Estudos sobre a simplificacdo desses meios tem o intuito de substituir os
componentes essenciais dos meios tradicionais por suprimentos mais baratos que nao alterem
a qualidade do cultivo in vitro e permitam maior lucratividade. Dentre 0s componentes que
vem sendo testado os fertilizantes comerciais demonstraram resultados satisfatorios na
producdo de mudas (Sasamori et al., 2015). Outro componente que onera o custo do meio de
cultura é o agente gelificante, dentre os mais utilizados no cultivo in vitro destaca-se o agar, e
é como fonte de substituicdo a este que os amidos de diferentes espécies vegetais vem sendo
estudado (Romay et al., 2006). O amido de milho tem apresentado resultados satisfatorios na
germinacdo, pois além de reduzir os custos, apresenta consisténcia e turbidez, favorecendo o

enraizamento in vitro (Souza et al., 2012).

Nosso objetivo foi avaliar o efeito do meio simplificado e do agente gelificante

alternativo, amido de milho, na germinacéo in vitro de Pilosocereus pachycladus.

2. Metodologia

Este estudo usou pesquisas de laboratorio, e a natureza do trabalho é quantitativa
(Pereira et al., 2018).
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O experimento foi conduzido no Laboratério de Melhoramento de Plantas e no
Laboratério de Biologia Celular e Culturas de Tecidos Vegetais, do Centro de Ciéncias
Agrérias, da Universidade Federal da Paraiba — CCA/UFPB, Areia — PB.

Os frutos de P. pachycladus foram obtidos de plantas adultas, provenientes da Estacao
Experimental do Instituto Nacional do Semiarido (INSA), localizado em Campina Grande-
PB. As sementes foram obtidas através da extracdo dos frutos, que foi realizada mediante
retirada da polpa friccionando-a em uma peneira metélica sob &gua corrente até a eliminacéo

total da polpa, posteriormente foram secas a sombra em temperatura ambiente.

As sementes foram desinfestadas em alcool (70%), por um minuto, seguido da imerséo
em hipoclorito de sodio (2,5%) por 15 minutos e, por fim foi realizado o triplice enxague em
agua destilada estéril. ApoGs essa etapa, as sementes foram inoculadas em recipientes de
plasticos contendo 30 mL de cada tipo de meio de cultivo simplificado: sais dos fertilizantes
comerciais Calcinit® e Kristalon® laranja (NPK 6-12-36) (0,42 g.L* e 0,37 g.L!) com
concentracdo total e metade dos sais dos fertilizantes comerciais Calcinit® e Kristalon®
laranja (0,21 g.L* e 0,185 g.L™!). Os meios foram suplementados com 30 g.L™ de sacarose, o
pH ajustado para 5,7 + 2, e em seguida gelificados com 6,5 g.L* de agar e 60 g.L* de amido

de milho.

Os meios foram esterilizado quimicamente com hipoclorito de calcio Ca(ClO). a
0,01%. Posteriormente os recipientes contendo as sementes foram mantidos em sala de
crescimento a temperatura de 25 £+ 2°C e fotoperiodo de 16h de luz (Régo et al., 2009). O

experimento foi mantido sob essas condic¢Ges por 60 dias.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 5 repeticdes e 4
tratamentos (Tabela 1). A unidade experimental constou de um recipiente contendo 30 mL de

meio de cultivo e 20 sementes.
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Tabela 1. Tratamentos testados no cultivo in vitro de Pilosocereus pachycladus.

Componentes do meio
Tratamentos

Sais Minerais (g.L™) Agente gelificante

CKAG 1 Calcinit® (0,42) 1 Kristalon® (0,37) Agart
CKAM 1 Calcinit® (0,42) 1 Kristalon® (0,37) Amido de milho?
MCKAG % Calcinit® (0,21) ¥ Kristalon® (0,185) Agart

MCKAM % Calcinit® (0,21) % Kristalon® (0,185) Amido de milho?

1 Agar - 6,59.L™"; 2 Amido de milho - 60 g.L"
Fonte: Autores.

As avaliagdes iniciaram-se aos sete dias ap0ds a inoculacdo de sementes, e foi realizada
a contagem, durante sete dias seguidos, do nimero de sementes que houve a protusdo da

radicula em cada tratamento para avaliagdo do percentual de germinagdo (%G):

N® de sementes germinadas

UG = X 100

N® de sementes inoculadas

O percentual de contaminacdo (%C) foi obtido aos 30 dias ap6s a inoculacdo,

utilizando a formula;

N° de frascos contaminados
bl = , * 100
Total de frascas inoculados

As mensuracdes referentes a altura da planta (cm) e 0 comprimento da maior raiz (cm)

foram obtidos pela medicéo direta com régua graduada 60 dias ap0s a inoculagéo.

As plantas obtidas da introducdo in vitro foram aclimatizadas em bandejas de
polietileno de 200 células com 4,5 cm de profundidade, nas quais continham 30 % areia
grossa lavada, 20% de hdmus esterco curtido, 50% de substrato vegetal triturado. Foram
mantidas em estufa com filme plastico transparente em temperatura ambiente, e regada
manualmente com uma piseta, aproximadamente 10 mL em cada célula, no horario da manha,
a cada dois dias. As avaliacdes realizadas foram altura da planta (cm) e comprimento da

maior raiz (cm).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas com o

auxilio do software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2014).
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3. Resultados e Discussao

O meio MCKAG promoveu maior percentual de contaminacdo (80%) no
estabelecimento in vitro de P. pachycladus seguido dos meios MCKAM e CKAM (40%) e
CKAG (20%) (Figura 1). Estudos feito por Barbosa et al. (2020) e Batista et al. (2017)
comprovaram maior percentual de contaminagdo em meio MS, comparado com meios com
fertilizante Kristalon® e B&G - Flores®, os autores relataram que a contaminagdo por
microorganismos é estimulada pela quantidade de sais e aglcar presentes no meio de cultivo
(Barbosa et al., 2020). Neste trabalho, ndo foi observado efeito negativo com a utilizagdo do

gelificante amido de milho, este apresentou baixo percentual de contaminacéo.

Figura 1. Percentual de contaminacdo em sementes de P. pachycladus inoculado em

diferentes meios de cultura.
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Os meios seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey p < 0,05.
Fonte: Autores.

A germinacdo de P. pachycladus iniciou nos primeiros sete dias ap6s a inoculacéo
para todos os tratamentos, o fim da mesma se deu por volta de 15 dias apos inoculagcdo. Os
maiores percentuais de germinacdo foram observados nos meios que foram gelificados com
amido de milho, com percentual de sais completo (CKAM) e pela metade (MCKAM) (67 e
75% respectivamente), quando comparados com os meios gelificados com agar CKAG e
MCKAG (40%) (Figura 2). Lucyszyn et al. (2007) afirmaram que o amido pode ser
facilmente metabolizado pelas a-amilases presentes no meio, resultando em uma diminuicéo
gradual na consisténcia do meio durante o periodo de cultura, portanto a disponibilidade de
agua para estes meios de cultivo deve ter facilitado a germinacdo das sementes. Resultados
obtidos por Martin et al. (2013) comprovaram que a substitui¢do parcial do &gar por fécula de

batata promoveu menor capacidade de gelificagdo do meio de cultura. E Mohamed et al.
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(2010) obtiveram resultados satisfatérios na micropropagacdo de batata com a substituicéo
total e parcial do agar por amido de milho e amido de batata. Os sais e actcares dos meios de
cultivo in vitro exercem efeito nutritivo e osmotico influenciando no crescimento celular e na
morfogénese, portanto a concentracdo dessas substancias influencia na absorcdo de agua,
principalmente na fase de embebic¢do (Fermino & Scherwinski-Pereira, 2012; Pierine et al.,
2019). Portanto meios com potencial osmaético maior tendem a reduzir a disponibilidade de
agua nos meios e dificultam a germinacdo das sementes (Lemes et al., 2016).
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Figura 2. Percentual de germinacdo em sementes de P. pachycladus inoculado em diferentes

meios de cultura.
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Os meios seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey p < 0,05.
Fonte: Autores.

No presente estudo, o percentual de contaminacdo para todos os tratamentos é
considerado alto quando comparado com outros estudos realizados com cactaceas (Correia et
al., 2011; Correia et al., 2018; Martinez et al., 2016; Guimaraes et al., 2016). Portanto a
assepsia quimica do meio pode ndo ter sido eficiente para o presente estudo por ter
apresentado valores acima de 50% de contaminagdo, pois os trabalhos com resultados
satisfatorios com cactaceas utilizam a esterelizacdo fisica em autoclave. Com isso o alto
percentual de contaminacdo do tratamento MCKAG ocasionou a perda de muitas plantulas,
ndo restando plantulas suficiente para a continuacdo deste tratamento nas outras etapas do
estudo, ficando apenas os tratamentos CKAM, CKAG e MCKAM.

As maiores médias encontradas para altura da parte aérea foi encontrada para 0s meios
CKAM e CKAG com 0,32 e 0,30 cm respectivamente. E o menor valor foi para 0 meio
MCKAM com 0,21 cm (Figura 3a). E para o comprimento da raiz o maior valor foi para as
plantulas cultivadas no meio CKAG com 0,65 cm, seguido dos meios CKAM e MCKAM
com 0,29 e 0,21 cm respectivamente (Figura 3b). Demonstrando que o meio com CKAG
proporcionou melhor desenvolvimento das plantulas, consequentemente o amido de milho
ndo proporcionou bom desenvolvimento da raiz interferindo no desenvolvimento da parte
aérea. Sabe-se, que as cactaceas se desenvolvem em solos com elevada concentragdo de sais
(Pizzetti, 1992), sendo assim meios com maior quantidade de sais proporcionam maior
desenvolvimento, estudos com outras espécies de cactaceas, como Astrophytum myriostigma
(Santos et al., 2001) e Mammillaria candida fue (Elias-Rocha et al., 1998), comprovam este

comportamento. A resposta de crescimento da parte aérea para 0s meios com sais completos

10
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(CKAM e CKAG) deve ser explicada pela maior concentracdo de sais nestes, quando

comparado com o meio com sais reduzidos. (MCKAM).

Figura 3. Efeito da concentracdo do fertilizante e do agente gelificante no meio de cultura na
altura da parte aérea (A) e no comprimento da raiz (B) de P. pachycladus cultivadas in vitro.
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Os meios seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey p < 0,05.
Fonte: Autores.

Mohamed et al. (2010) observaram em seu estudo que apds quatro semanas de cultivo
houve uma acidificacdo do meio de cultivo nos meios que continha amido de milho, e
ressaltou que houve reducdo no crescimento das plantulas e poderia ser devida a reducdo do
potencial hidrico da planta, abaixo do valor limite para a expansao celular. O que ndo ocorreu
neste trabalho, que pode ser explicado pelo tipo de esterilizagdo quimica do meio de cultivo,
ndo interferindo na estrutura do meio com amido de milho. O meio de cultura é usado para
atender as necessidades nutricionais dos explantes e estd diretamente relacionado com o
crescimento em comprimento (Canal et al., 2001) e os elementos mais importantes para a
manutencdo de crescimento dos explantes sdo o nitrogénio e o0 potassio (Jiménez &
Agramonte, 2013) por isso a substituicdo de nutrientes de meio basico por fertilizantes
comerciais sdo eficazes e trazem resultados satisfatérios (Jiménez-Rivera & Montero-
Carmona, 2019).

As concentracGes dos fertilizantes e os agentes gelificantes ndo tiveram efeito
significativo na aclimatacdo das plantulas (Figura 4), que foi adaptada com sucesso as

condicOes da casa de vegetacdo, com uma taxa de sobrevivéncia de 100%.
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Figura 4. Efeito da concentracéo do fertilizante e do agente gelificante no meio de cultura na
altura da parte aérea (A) e no comprimento da raiz (B) de P. pachycladus aclimatizada,

provenientes do cultivo in vitro.
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Os meios seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey p < 0,05.
Fonte: Autores.

A altura da parte aérea das plantulas variou de 4,17 a 4,77, e o comprimento da raiz
variou entre 7,17 a 8,33 (Figura 4). As cactaceas possuem caracteristicas especializadas para
sobreviverem em ambientes aridos, tais como, a presenca de espinhos, de cera, de parénquima
aquifero, de sistema radicular fasciculado e de Mecanismo Acido das Crassulaceas (CAM),
que reduzem a perda de agua (Taiz & Zeiger, 2013; Hernandez-Hernandez et al., 2014).
Portanto essas caracteristicas podem ter favorecido a independéncia da etapa de rustificacdo

apresentando altos valores de sobrevivéncia e desenvolvimento nas condi¢des ex vitro.

4. Consideracdes Finais

Diante dos resultados obtidos a utilizacdo de fertilizante comercial e amido de milho
em meios de cultura proporcionou adequada germinacdo e desenvolvimento in vitro de P.
pachycladus, além de excelente aclimatizacdo das mesmas, proporcionando reducdo nos
custos na producdo de mudas in vitro. Sendo assim de grande importancia para a conservagao

da espécie, pois viabiliza a produgdo em larga escala, e mantém a variabilidade genética.

Para trabalhos futuros sugere-se estudar o uso dos meios de cultivos testados com a
esterilizag&o fisica e ainda a auséncia de sacarose, para comprovar a eficicia da esterilizacdo e

se a germinagdo ocorrerd em meio de cultivo sem sacarose.
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