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Melocactus glaucescens e Melocactus paucispinus (“cabecga-de-frade) sdo cactos nativos ameagados de
extingdo devido, principalmente, a exploragdo exclusivamente extrativista pelo seu potencial ornamental.
Estudos demonstraram que as técnicas de cultura de tecidos vegetais favorecem o crescimento dessas
espécies e possibilitam a produgdo de mudas em larga escala e, portanto, podem ser utilizadas como
alternativa para diminuir a pressdo extrativista nas suas populagdes naturais. O objetivo deste trabalho foi
analisar a eficiéncia da substituicdo do agar por amido de milho, fécula de batata ou fécula de mandioca;
nitrato de potéssio P.A. (KNOs3) por salitre potassico; e autoclavagem pela esterilizagdo quimica do meio
de cultura no crescimento in vitro de espécies de “cabeca-de-frade”. Além dos altos valores de
contaminagdo, os meios de cultura com os gelificantes féculas de batata e mandioca ndo apresentaram
firmeza do gel suficiente para manter as plantas eretas. Ndo foi observada diferenga significativa para
sobrevivéncia, contaminagdo, comprimento da maior raiz, comprimento ¢ didmetro da parte aérea e matéria
seca total entre as plantas cultivadas em agar, KNOs e autoclavagem e as plantas cultivadas com amido de
milho, salitre potassico e esterilizagdo quimica. Portanto, sugere-se a substitui¢io total do agar por 60 g L-!
de amido de milho, a substituigdo do KNO; por 7 g L' de salitre potéassico e da autoclavagem pela
esterilizagdo quimica do meio de cultura, o que possibilita a redugdo dos custos no cultivo in vitro das
espécies estudadas e serve como incentivo a propagacao dessas espécies para o mercado ornamental.
Palavras-chave: Melocactus glaucescens, Melocactus paucispinus, gelificante alternativo.

Melocactus glaucescens and Melocactus paucispinus (“cabeca-de-frade”) are native cacti threatened with
extinction, primarily due to their exclusively extractive exploitation for their ornamental potential. Studies
have shown that plant tissue culture techniques favor the growth of these species and enable large-scale
seedling production. Therefore, they can be used as an alternative to reduce extractive pressure on natural
populations of these species. The objective of this study was to analyze the effectiveness of replacing agar
with cornstarch, potato starch, or cassava starch; potassium nitrate P.A. (KNOs) with potassium saltpeter;
and autoclaving for chemical sterilization of the culture medium on the in vitro growth of
“cabeca-de-frade”. In addition to presenting high contamination levels, the culture media containing potato
and cassava starch gelling agents did not present sufficient gel firmness to maintain erect plants. No
significant differences were observed in survival, contamination, longest root length, shoot length and
diameter, and total dry matter between plants grown in agar, KNOs3, and autoclaving and those grown in
cornstarch, potassium nitrate, and chemical sterilization. Therefore, we suggest replacing the agar entirely
with 60 g L! of cornstarch, replacing the KNO; with 7 g L! of potassium nitrate, and replacing autoclaving
with chemical sterilization of the culture medium. This would reduce the costs of in vitro cultivation of the
studied species and encourage their propagation for the ornamental market.

Keywords: Melocactus glaucescens, Melocactus paucispinus, alternative gelling agents.

1.INTRODUCAO

Considerando que nas ultimas décadas o mercado de flores e plantas ornamentais
consolidou-se como um setor econdomico de grande importancia em todo o mundo e que, no
Brasil, tornou-se um importante segmento para a economia nacional [1], tornam-se relevantes
alternativas de baixo custo para a propagacdo de espécies. Mesmo diante da biodiversidade
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brasileira, os produtores ndo exploram o grande niimero de plantas nativas com potencial
ornamental, sendo possivel fazer uso desta riqueza com a inser¢do de novas espécies no mercado
comercial de plantas sem que haja impacto as populagdes naturais a partir da utilizagao do cultivo
in vitro.

As espécies de cabeca-de-frade, Melocactus glaucescens Buining & Brederoo e
M. paucispinus G. Heimen & R. Paul, sdo cactos nativos da Chapada Diamantina (Bahia) e estao
incluidos nas principais listas de espécies ameacadas de extingdo por diversos fatores, entre estes,
a coleta ilegal para comercializagdo como ornamental e o alto grau de endemismo [2, 3]. Estas
espécies ndo emitem brotagdes laterais, desta forma os individuos sdo removidos inteiros, muitas
vezes na fase reprodutiva, tornando o extrativismo ilegal um grande impacto para as populagdes
naturais [4]. O potencial ornamental ¢ a ameaga de extingdo destas espécies motivaram pesquisas
sobre o estabelecimento in vitro, produgdo de brotos in vitro e aclimatizacdo, o que permitiu
concluir o ciclo de propagagao in vitro de M. glaucescens [5-7], bem como estudos de conservacao
in vitro por crescimento minimo [8].

O cultivo in vitro ¢ uma alternativa a retirada destes individuos do seu habitat, uma vez que
possibilita a propagacdo em larga escala de material vegetal e a manutencdo destas plantas em
ambiente livre de patdgenos. Além disso, o crescimento in vitro dos cactos é acelerado quando
comparado ao crescimento ex vitro, o que se deve as condigdes artificiais de luz e temperatura
controladas e os meios nutritivos aos quais as culturas sdo submetidas [9]. Entretanto, por
tratar-se de técnicas que exigem condi¢des especificas para o cultivo, estas sdo onerosas, o que
tem estimulado o uso de substancias alternativas no preparo e esterilizagdo dos meios nutritivos
[10, 11].

O agar ¢ um dos componentes mais utilizados e de maior custo no preparo dos meios nutritivos.
Este agente gelificante promove condigdes ideais de suporte para as plantas, além de apresentar
caracteristicas como claridade, estabilidade, resisténcia ao metabolismo e inércia [12]. Estudos
que buscam reduzir os custos da producdo de plantas in vitro mostram que o agar pode ser
substituido por polissacarideos de reserva vegetal como amidos, féculas, sago, galactomananos,
carragenina, insubgol, gomas guar, katira, gellan e arabe [13-21].

O nitrato de potéssio P.A. (KNOs3), fonte de nitrogénio e potéssio, € o reagente mais utilizado
na formulagdo dos sais do meio Murashige & Skoog (MS) [22]. Devido a possivel utilizagao do
KNO; na produgdo de explosivos, sua compra depende de autorizagdo do Ministério da Defesa
do Brasil, o que resulta em dificuldades burocraticas na sua aquisi¢ao [23]. Desta forma, fontes
de facil obtencgdo e mais baratas sdo necessarias para a redugao de custos das culturas que utilizam
a formulag¢do de sais MS.

A esteriliza¢do por autoclavagem de vidrarias e meios nutritivos é também dispendiosa em
funcdo do custo para aquisicdo do equipamento, a quantidade de energia elétrica utilizada, e o
tempo necessario para esterilizagdo [24]. Reagentes como hipoclorito de sodio, peroxido de
hidrogénio, dioxido de cloro e acido peracético ja foram testados na esterilizacdo de meios
nutritivos, apresentando resultados satisfatorios para varias culturas [7, 11, 21, 25-28].

Diante do exposto e pela auséncia de trabalhos com esta tematica para as espécies deste estudo,
0 objetivo deste trabalho foi analisar alternativas de baixo custo no crescimento in vitro de
espécies de cabecga-de-frade com a substituicdo do agar, KNOs e autoclavagem como forma de
incentivo a propagacdo com finalidade comercial e inser¢do dessas espécies no mercado
ornamental.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As sementes de Melocactus glaucescens e M. paucispinus utilizadas nos experimentos foram
coletadas de populagdes naturais localizadas em regides popularmente conhecidas como “Lages”
(11°29'38.4"S; 41°20'22.5""W) e “Areia Branca” (11°33'52"S; 41°10'37"W), respectivamente, no
municipio de Morro do Chapéu, Chapada Diamantina-Bahia-Brasil. A permissdo para acessar o
material genético (n° A93B8DB) foi obtida do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
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Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), em conformidade com a
legislacao brasileira sobre a biodiversidade.

As sementes de M. glaucescens € M. paucispinus utilizadas no experimento de substitui¢ao do
agar por um gelificante alternativo foram coletadas em margo de 2007. Ja as sementes de
M. glaucescens utilizadas no experimento de substituicdo do agar, do KNO; e da autoclavagem
foram coletadas em agosto de 2010. Apoés a coleta, os frutos foram beneficiados ¢ as sementes
foram armazenadas em sacos de papel a temperatura ambiente por 30 dias. A germinagao in vitro
ocorreu em meio Murashige & Skoog (MS) com % da concentragao salina (MS Y4) suplementado
com 15 g L' de sacarose. Os meios nutritivos foram esterilizados em autoclave a 121 °C por
15 minutos. Os frascos de vidro foram selados com duas camadas de filme de policloreto de vinila
(PVO).

2.2 Substituicio do dgar por um gelificante alternativo

Para selecionar as quatro concentragdes de amido de milho, fécula de batata e mandioca
utilizadas neste experimento foram realizados testes anteriores baseados em trabalhos para outras
espécies e a firmeza do meio de cultura (dados ndo mostrados).

Os brotos de M. glaucescens e M. paucispinus foram obtidos via organogénese direta em meio
MS, suplementado com 30 g L™! de sacarose, sem adi¢do de regulador vegetal, a partir de explantes
de plantas germinadas in vitro. Ap6s 210 dias de cultivo, os brotos originados foram cultivados
em frascos de vidro contendo 50mL de meio nutritivo MS com metade da concentragdo salina
(MSY%), 7 g L' de 4gar e 15 g L' de sacarose por 150 dias. Posteriormente, foram transferidos
para frascos de vidro de 250 mL, contendo 50 mL de meio nutritivo MS %, 0,1 mg L' de tiamina,
100 mg.L"! de mioinositol, suplementado com 15 g L' de sacarose e diferentes concentragdes de
gelificantes: 7 g L'! de 4gar (controle); 50, 60, 70 ¢ 80 g L™! de amido de milho (produto comercial
MAIZENA®); 60, 70, 80 ¢ 90 g L' de fécula de batata (produto comercial YOKI®) e 110, 120,
130 € 140 g L' de fécula de mandioca (produto comercial YOKI®), totalizando 13 tratamentos.
Os meios nutritivos foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Os frascos de
vidro foram selados com duas camadas de filme PVC.

Aos 90 dias de cultura, foram analisadas porcentagem de sobrevivéncia (%S) e contaminagio
(%C), comprimento da maior raiz (CR), comprimento e diametro da parte aérea (CPA e DPA) e
matéria seca total (MST).

2.3 Substituicao do dgar, do nitrato de potassio P.A. e da autoclavagem

As plantas de M. glaucescens oriundas da germinagio in vitro em meio MSY%, 7 g L' de 4gar
e 15 g L! de sacarose por 270 dias, foram transferidas para frascos de vidro de 250 mL com
50 mL de meio nutritivo, contendo os agentes gelificantes amido de milho (60 g L) ou agar
(6,5 g L), as fontes de nitrato de potassio P.A. (KNO3) (1,9 g L); 7,0 ou 7,4 g L! de salitre
potassico (produto granulado MURER®), suplementado com 1,65 g L' de NH4NOs, 0,17 g L' de
KH,POs, 0,44 g L' de CaCl,.2H0, 0,37 g L'1 de MgS04.7H,0, 0,1 mg L' de tiamina, 100 mg L
de mioinositol, micronutrientes do meio MS e 15 g L' de sacarose. Posteriormente, os meios
foram submetidos a esterilizag@o por autoclavagem ou esterilizagdo quimica baseada no protocolo
de Teixeira et al. (2006) [29], que foi, segundo Resende et al. (2021) [7], eficiente para as espécies
deste trabalho.

Para esteriliza¢do quimica do meio de cultura, foram adicionadas trés gotas de hipoclorito de
sodio (NaOCl) a 2% para cada litro de 4dgua destilada uma hora antes da adi¢ao dos demais
componentes. Os sais e a sacarose foram acrescentados a esta solu¢do e posteriormente foram
adicionados 0,15 mL de NaOCI a 2% para cada litro da solugdo. Apds 15 minutos, foi acrescido
o agar ¢ o pH ajustado para 5,7. Os frascos de cultura utilizados para o meio esterilizado
quimicamente foram lavados com detergente, enxaguados trés vezes em agua de torneira e, em
seguida, enxaguados em solugdo contendo 10 gotas de NaOCl a 2% para cada litro de agua
destilada.
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O preparo do meio de cultura ocorreu em ambiente ndo estéril e sua distribui¢cdo nos frascos
de cultura e a inoculagdo do material vegetal ocorreu em camera de fluxo laminar.

Como controle, foi utilizado o meio nutritivo com macro ¢ micronutrientes MS suplementado
com 60 g L' de amido de milho (produto comercial MAIZENA®); 0,1 mg L' de tiamina,
100 mg L' de inositol € 15 g L' de sacarose, selecionado anteriormente na avaliagdo da
substitui¢do do agar. Este meio foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Todos os
frascos de vidro foram selados com duas camadas de filme PVC. Como as plantas utilizadas nesse
experimento foram oriundas da germinagdo, foi necessario um periodo maior de cultivo para que
atingissem o tamanho para a aclimatizagdo. Sendo assim, aos 120 dias, as variaveis analisadas
foram sobrevivéncia, comprimento da maior raiz (CR), comprimento e diametro da parte aérea
(CPA e DPA) e matéria seca total (MST).

2.4 Condicdes experimentais

As culturas foram mantidas em sala de crescimento a 2543 °C, com fotoperiodo de 16 horas
de luz no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal da Bahia,
Salvador, Bahia, Brasil.

2.5. Analise estatistica

As analises foram realizadas no programa estatistico Sisvar 4.3 [30]. Para o experimento que
avaliou a substitui¢do do agar por um gelificante alternativo, o delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com sete repetigdes e trés amostras por parcela. As
médias foram analisadas pelo método ANOVA, com o Teste Scott-Knott a 0,05% de
significancia. O experimento que avaliou a substitui¢ao do agar, do KNOs e da autoclavagem foi
realizado em DIC, com cinco repeticdes de cinco amostras por parcela. As médias foram
analisadas pelo método ANOVA, com o Teste Tukey a 0,05% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Substituiciio do agar por gelificante alternativo

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados de crescimento in vitro das plantas de Melocactus
glaucescens e M. paucispinus em meios nutritivos utilizando diferentes agentes gelificantes.

Em M. glaucescens, ndo foi observada diferenga significativa nos resultados para %S, exceto
para 90 g L' da fécula de batata que apresentou 28,57% de sobrevivéncia. Este resultado pode
estar relacionado a alta contaminag@o (71,43%) observada nesse tratamento. Em M. paucispinus,
valores significativamente altos para %S foram observados (100%) ao utilizar agar (7 g L),
amido de milho (50 a 70 g L!) e fécula de batata (60 g L™'). Para os demais gelificantes a redugio
nos valores para %S (28,57 a 71,43%), também podem estar relacionados a contaminagdo, cujos
maiores valores foram observados ao utilizar fécula de batata (28,57 a 57,14%) e mandioca (28,57
a 71,43%).

Em relacdo ao aspecto morfoldgico das plantas, ndo houve diferenca significativa entre os
resultados de DPA e CPA para M. glaucescens, exceto para fécula de batata a 90 g L' que
apresentou os menores valores (3,42 e 5,62 mm, respectivamente), o que podem estar
relacionados aos baixos valores de %S em funcdo da alta contaminacdo observada neste
tratamento.
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Tabela 1. Efeito de diferentes agentes gelificantes no crescimento in vitro de Melocactus glaucescens e
M. paucispinus aos 90 dias em rela¢do a porcentagem de sobrevivéncia (%S) e contaminagdo (%C),
diametro da parte aérea (DPA), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CR) e
massa seca total (MST).

. Concentragdo o o DPA CPA CR MST
Gelificante (e L) %S %C (mm) (mm) (cm) (mg)
Melocactus glaucescens
Agar 7 100a 0,00b 9,01a 19,07a  28,19a 29,22b
50 100a 14,29b 8,91a 14,92a 19,19b 36,68b
Amido de 60 100a 0,00b 10,02a 17,682  23,10a 44,62b
milho 70 85,71a 14,29b 8,81a 15,34a 19,95b 38,04b
80 71,42a 28,57b 7,32a 12,65a 19,57b 33,80b
60 85,71a 14,29b 8,78a 14,96a  28,29a 34,64b
Fécula de 70 100a 0,00b 9,70a 20,53a 30,48a 40,94b
batata 80 85,71a 14,290 9,23a 16,642  24,67a 34,64b
90 28,57b 71,43a 3,42b 5,62b 10,95b 15,70b
110 100a 0,00b 9,98a 20,43a  27,43a 49,95a
Fécula de 120 100a 0,00b 10,05a 19,19a  22,52a 54,20a
mandioca 130 85,71a 14,290 8,47a 15,43a  22,86a 45,57a
140 100a 0,00b 9,91a 18,53a  24,67a 51,78a
Melocactus paucispinus

Agar 7 100a 0,00b 8,16a 19,71a 23,05a 39,57a
50 100a 0,00b 8,80a 18,67a  22,76a 68,83a
Amido de 60 100a 0,00b 8,38a 17,79a 21,86a 79,67a
milho 70 100a 0,00b 8,33a 16,52a 21,62a 47,81a
80 85,71a 14,29b 7,98a 16,19a 17,24a 45,60a
60 100a 0,00b 9,10a 20,85a  25,57a 48,91a
Fécula de 70 71,42b 28,57a 6,56a 15,69a  21,57a 40,71a
batata 80 71,42b 28,57a 7,19a 14,22a 16,67a 41,82a
90 42,85b 57,14a 4,06b 9,66b 6,29b 31,25a
110 57,14b 42,86a 4,68b 11,34b 11,38b 36,23a
Fécula de 120 71,42b 28,57a 6,51a 6,18b 16,29a 52,65a
mandioca 130 28,57b 71,43a 2,16b 15,94a 6,67b 19,20a
140 57,14b 42,86a 4,74b 10,78b 12,76b 35,22a

Valores com as mesmas letras ndo diferiram estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (0,05%), em DIC, com
sete repeticdes de trés amostras por parcela.

Em M. paucispinus, os maiores valores de CPA e DPA foram observados ao utilizar 7 g L' de
agar (19,71 e 8,16 mm, respectivamente); amido de milho em todas as concentragdes (8,80 a
7,98 mm e 18,67 a 16,19 mm, respectivamente); 60, 70 e 80 g L' de fécula de batata (9,10 a
6,56 mm e 20,85 a 14,22 mm, respectivamente). Estes valores demonstram uma tendéncia no
aumento proporcional em comprimento e didmetro da parte aérea desta espécie, sendo que os
valores de CPA sdo maiores que os valores de DPA. Este fenomeno, denominado estiolamento,
esta relacionado a baixa luminosidade que as culturas sdao expostas durante o cultivo in vitro [31],
aspecto morfologico que ndo ¢é observado quando estdo ex vifro, visto que sdo cactos globulares.

O padrio de crescimento in vitro de M. paucispinus ao utilizar 120 g L' de fécula de mandioca
foi de um crescimento globular, mesmo em condi¢des de baixa luminosidade. Este fenomeno
pode estar relacionado & menor consisténcia observada nos meios gelificados com fécula de
mandioca, cuja superficie irregular do gel formado ndo forneceu sustentagdo suficiente para que
as plantas permanecessem eretas desde o inicio das culturas.

Os amidos e féculas possuem facilidade de obteng@o e baixo custo quando comparado ao agar
[15]. Contudo, a tendéncia a reducdo gradual na consisténcia causada pelo efeito das a-amilases
liberadas pelas raizes no meio nutritivo é considerada a grande desvantagem do uso desses
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polissacarideos como agentes gelificantes [13, 15]. Neste trabalho, as culturas foram mantidas
por 90 dias e ndo foi observado redugdo da consisténcia do meio. No final do periodo de cultura,
as plantas apresentaram tamanho maior que 5 mm suficiente para o processo de aclimatizagdo [5]
(Figuras 1C a F).

Figura 1. (A) Melocactus glaucescens em populacdo natural. (B) Melocactus paucispinus em populacdo
natural. M. glaucescens apds 90 dias de cultivo em 7 g L de dgar (C); 70 g L' de amido de milho (D),
90 g L de fécula de batata (E); e em 110 g L' de fécula de mandioca (F). Barra = 10 mm.

A variavel CR, em M. glaucescens, apresentou os maiores valores quando utilizado 7 g L' de
agar (28,19 mm); 60 g L' de amido de milho (23,10 mm); 60, 70 e 80 g L' de fécula de batata
(24,67 a 30,48 mm) ¢ todas as concentracdes de fécula de mandioca (22,52 a 27,43 mm). Em
M. paucispinus, os maiores valores foram observados ao utilizar 7 g L' de 4gar (23,05 mm; Figura
2A); amido de milho em todas as concentragdes (17,24 a 22,76 mm; Figura 2B); 60, 70 ¢ 80 g L™!
de fécula de batata (16,67 a 25,57 mm; Figura 2C) e 120 g L"! de fécula de mandioca (16,29 mm).

Figura 2. Melocactus paucispinus_em cultivo in vitro com gelificantes alternativos. (4) M. paucispinus
ap6s 90 dias de cultivo em 7 g L™ de dgar; (B) 60 g L de amido de milho; (C) 80 g L de fécula de
batata; e em (D) 110 g L' de fécula de mandioca. Barra = 10 mm.

O enraizamento ocorreu uma semana apos a inoculacdo, sem a utilizacdo de reguladores
vegetais, o que ja foi relatado anteriormente para espécies de Melocactus [5] e indica altos niveis
de hormonio enddgeno em espécies deste género.

A contaminagdo pode ter influenciado o comprimento das raizes, em fungdo do seu aspecto
escuro ¢ fragil e a ndo sobrevivéncia das plantas no periodo de cultura (Figura 2D). Esse fenomeno



G. Torres-Silva et al., Scientia Plena 21, 091201 (2025) 7

pode ter ocorrido para M. glaucescens nos tratamentos com 50, 70 ¢ 80 g L' de amido de milho;
e para M. paucispinus nos tratamentos com 110, 130 ¢ 140 g L' de fécula de mandioca (Figura
2D), em que os menores valores de CR podem estar relacionados aos maiores valores de %C.

Em M. glaucescens, os tratamentos com fécula de mandioca apresentaram as maiores médias
para MST, com valores variando de 46 a 54 mg. Isto demonstra que a fécula de mandioca
apresenta efeito superior ao agar para esta espécie. Em M. paucispinus ndo houve diferenga
significativa entre os tratamentos para esta variavel. Contudo, os tratamentos que continham os
gelificantes féculas de batata e mandioca ndo apresentaram firmeza do gel suficiente para manter
as plantas eretas, o que pode ter causado o crescimento encurvado das culturas. Este aspecto
morfoldgico ¢ limitante principalmente quando a finalidade da cultura é a comercializagdo como
ornamental.

Kodym e Zapata-Arias (2001) [32] obtiveram meios com consisténcia que permitiu a
sustenta¢do da planta ao utilizarem 100 g L' de amido de milho e 130 g.L! fécula de batata,
apesar da concentragdo suportar o crescimento da planta, existiu dificuldade em dissolvé-los e
distribui-los. Neste estudo, a concentragdo de 60 g L' de amido de milho permitiu rigidez
suficiente para sustentacdo da planta e ndo interferiu negativamente no crescimento das culturas.
Ainda segundo Kodym e Zapata-Arias (2001) [32] os meios com fécula de mandioca e amido de
milho apresentaram boa qualidade, mas com poucos brotos ou com brotos menores que o controle
(7 g L' de 4gar), ao contrario deste estudo em que os gelificantes alternativos apresentaram
valores iguais ou superiores ao agar em algumas varidveis analisadas.

Ao substituir o 4gar por uma mistura de amido de milho e Gelrite®, Jain-Raina e Babbar (2011)
[10] verificaram que os gelificantes alternativos que apresentam menos viscosidade e firmeza
podem suportar as respostas morfogénicas das plantas de modo semelhante ou até superior ao
agar. Resultados semelhantes foram observados por Daud et al. (2011) [33] com diferentes
combinagdes de féculas e agar. Este trabalho apresenta dados satisfatdrios para a substituigdo total
do agar por amido de milho, dispensando o uso do 4gar. Como observados altos valores para %C
nos tratamentos com fécula de batata e mandioca, a concentragio de 60 g L' de amido de milho
foi considerada a ideal na substitui¢do do agar no crescimento in vitro para ambas as espécies.

3.2 Substituicao do agar, do nitrato de potassio P.A. e da autoclavagem.

Apods 120 dias de cultivo, ndo foi observada contaminacdo e foi observado 100% de
sobrevivéncia de M. glaucescens em todos os tratamentos. Para as demais varidveis analisadas,
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, 0 que sugere que as substitui¢des
realizadas nao causaram danos ao crescimento das plantas (Tabela 2).

Tabela 2: Efeito de diferentes agentes gelificantes, métodos de esterilizagdo e fontes de nitrato de
potassio no crescimento in vitro de Melocactus glaucescens aos 120 dias em relagdo ao comprimento da
parte aérea (CPA), diametro da parte aérea (DPA), comprimento da maior raiz (CR) e massa seca total

(MST). Nitrato de potdssio P.A. (KNO3).

Tratamentos CPA DPA CR MST

Gelificante Esterilizagéo Fonte de N (mm) (mm) (cm) (mg)
Amido de milho Autoclave KNO; 16,96a 9,79a  24,08a 36,768a
Amido de milho Quimica KNO; 16,37a 9,98a  25,24a 39,625a
Amido de milho Quimica Salitre 7,0 g.L! 14,53a 7,89a  20,28a 40,612a
Amido de milho Quimica Salitre 7,4 g.L! 18,09a 8,99a 23,44a 43,344a
Agar Quimica KNO3 16,12a 8,5la 27,64a 25,928a
Agar Quimica Salitre 7,0 g.L-! 15,50a 7,73a  29,48a 25,200a
Agar Quimica Salitre 7,4 g.L! 16,16a 7,93a  27,56a 27,540a

Valores com as mesmas letras ndo diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey (0,05%), em DIC, com cinco
repeticdes de cinco amostras por parcela.
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Os resultados indicam que as substancias que compdem a MAIZENA® ndo causam danos ao
desenvolvimento das plantas (Figuras 3A a D; Tabela 2), visto que os valores para amido de milho
ndo diferiram estatisticamente do 4gar e as plantas apresentaram-se morfologicamente

semelhantes ao controle.

ﬂ't 'J!!tt ""

Figura 3. Melocactus glaucescens em cultivo in vitro com substituicdo do agar, nitrato de potdssio
P.A. (KNOj3) e autoclavagem por alternativas de baixo custo. (4) M. glaucescens apos 120 dias de cultivo
em 60 g L' de amido de milho e KNO; autoclavado; (B) 60 g L™ de amido de milho e KNO; esterilizado
quimicamente; (C) 60 g L™ de amido de milho, 7 g L de salitre esterilizado quimicamente; (D) 60 g L™
de amido de milho, 7,4 g L' de salitre esterilizado quimicamente; (E) 7 g L' de dgar e KNO;
autoclavado; (F) 7 g L de agar, 7 g L de salitre esterilizado quimicamente; (G) 7 g L de agar,

7.4 g L de salitre esterilizado quimicamente. Barra = 10 mm.

A substituicao do nitrato de potassio P.A. (KNO3) por salitre potassico foi sugerida por Ribeiro
e Teixeira (2008) [23] no cultivo de Pfaffia glomerata L. Esta substitui¢do possibilitou o aumento
da biomassa e alongamento dos ramos, entretanto ndo foi eficiente na micropropagacdo desta
espécie. Os dados anteriores com P. glomerata e os resultados atuais com M. glaucescens sugerem
a eficiéncia do salitre potassico no crescimento das plantas (Figuras 3C, D, F ¢ G).

Naik e Sarkar (2001) [13] afirmam que moléculas de amido, apds autoclavagem, produzem
acucares que aumentam o potencial osmotico do meio, resultando em menos agua disponivel para
as plantas. Teixeira et al. (2005) [34] afirmam que as altas temperaturas podem levar a
decomposicdo de substancias organicas como a sacarose. Neste caso, a esterilizacdo quimica
apresenta vantagens com a eliminagdo da autoclavagem, reduzindo o custo e evitando a
degradacao de componentes do meio nutritivo (Figuras 3B, C, D, F e G). Além disso, o tamanho
da autoclave limita o nimero de frascos que podem ser esterilizados, o que pode ser otimizado
com a utilizagdo da esteriliza¢do quimica [25, 34, 35].

Estudos anteriores relataram a eficiéncia na esterilizacdo quimica dos meios quando utilizada
baixas concentragdes de NaOCIl [11, 29, 30, 34-36]. Contudo, esses meios foram preparados
somente com reagentes P.A. Este é o primeiro trabalho que avalia a eficiéncia de agentes quimicos
na esterilizagdo de meios nutritivos utilizando produtos comerciais como gelificantes.

Esperava-se que as substituigdes por produtos comerciais interferissem na taxa de
contaminacao das culturas, entretanto nao foi observada contaminacao relacionada a esterilizagdo
durante o periodo de cultivo. Teixeira et al. (2006) [29] observaram que o efeito do NaOCl pode
ter sido letal para os microrganismos introduzidos pelos explantes no ambiente in vitro. No atual
trabalho, pode ter ocorrido um efeito semelhante do NaOCI sob as substancias utilizadas nas
substituigdes, demonstrando que € possivel substituir a autoclavagem pela esterilizagdo quimica,
mesmo com a utilizagio de produtos comerciais como a MAIZENA® ¢ o salitre potassico
(MURERP™) (Figuras 3A, B, C, D, F e G).

Neste estudo, em que foi utilizado diferentes tipos de material vegetal nas diferentes
avaliagdes, foi observado que as plantas de M. glaucescens obtidas via organogénese direta e as
plantas germinadas in vitro apresentaram valores semelhantes para CPA e DPA, aos 90 e 120 dias
de avaliagdo, respectivamente. Isso demonstra que o material vegetal de diferentes fontes
apresenta velocidade de crescimento distintas, e que € possivel obter plantas em tamanho ideal
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para aclimatizag@o, eliminando 30 dias de cultivo com a utilizagdo de brotos oriundos de
organogénese direta.

As alteragdes propostas para o meio de cultivo possibilitam significativa reducao dos custos
na producdo de plantas in vitro e podem contribuir em projetos de reintrodugdo de mudas e
conservagao ex situ das espécies, 0 que serve como incentivo a propagacdo dessas espécies para
o mercado ornamental.

4. CONCLUSAO

Este estudo demonstra que as substituigdes do agar por 60 g L' de amido de milho, do nitrato
de potéssio P.A. por 7 g L' de salitre potassico, e da autoclavagem pela esterilizacdo quimica do
meio nutritivo sdo estratégias viaveis para o cultivo in vitro de Melocactus glaucescens e
Melocactus paucispinus.
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