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RESUMO

A familia Cactaceae compreende um grupo diversificado de plantas suculentas, conhecidas
por suas adaptacOes peculiares aos ambientes aridos e semiaridos, amplamente
distribuidos pelas Américas. Stephanocereus luetzelburgii € uma cactacea endémica da
Chapada Diamantina, encontrada em areas de caatinga e cerrado desta regido cuja
conservacao e manejo sustentavel representam desafios significativos. A cultura de tecidos
vegetais &€ uma ferramenta eficaz para a multiplicacao e propagacao dessa espécie e pode
auxiliar na sua conservacao, pois ajuda a reduzir o extrativismo. Deste modo, este estudo
teve por objetivo avaliar a influéncia de reguladores vegetais na multiplicacao in vitro de S.
luetzelburgii. Para tanto, explantes caulinares de S. luetzelburgii foram inoculados em meio
MS/2 (MURASHIGUE E SKOOG, 1974) gelificado com 6g L -! de agar, suplementado com
15g L ' de sacarose e diferentes concentracdes de acido naftalenoacético (ANA) e 6
Benzilaminopurina (BAP), totalizando nove tratamentos. Foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3x3 (concentracbes de BAP x concentracdes
de ANA) com 5 repeticdes de 5 explantes cada, totalizando 25 amostras por tratamento. O
acompanhamento do experimento foi realizado semanalmente ao longo de doze semanas.
Os resultados revelaram que a concentracao de 17,74 uM de 6-benzilaminopurina (BAP)
resultou no maior numero de auréolas intumescidas e tanto essa concentracao quanto a de
8,87 uM de BAP foram associadas a maior proporgcao de explantes com calos. Da mesma
forma, a brotagao foi influenciada pela concentracao de BAP, com os tratamentos contendo
concentracdes mais altas apresentando uma maior taxa de brotacdo em comparacao com
os tratamentos de baixa concentragdo ou auséncia de BAP. Além disso, pode-se perceber
que houve um decaimento da producdo de brotos para o tratamento com 0 uM de ANA e
17,74 uM de BAP, enquanto que no tratamento com 1,34 uM ANA e 17,74 uM de BAP foi
possivel observar uma tendéncia significativa de aumento no niumero de brotos ao longo
do tempo. A formacgéao de raizes foi inversamente proporcional a concentracdo de BAP na
auséncia de ANA ou quando associada ao uso de 1,34uM de ANA. A presenca de ANA
também reduziu a formacao de raizes quando associada ao uso de BAP. Os resultados
obtidos neste estudo contribuem significativamente para o entendimento dos processos de
multiplicacao in vitrode S. luetzelburgii e destacam a necessidade de protocolos especificos
para a espécie que possam ser adaptados para maximizar a eficiéncia de cada fase do

processo de micropropagacao.



Palavras-chave: Reguladores vegetais, Micropropagacao, Cultura de tecidos, Cacto
garrafa, Calogénese, Organogénese direta.



ABSTRACT

The Cactaceae family comprises a diverse group of succulent plants known for their peculiar
adaptations to arid and semiarid environments, widely distributed throughout the Americas.
Stephanocereus luetzelburgii is a cactus endemic to Chapada Diamantina, found in caatinga
and cerrado areas of this region whose conservation and sustainable management
represent significant challenges. Plant tissue culture is an effective tool for the multiplication
and propagation of this species and can aid in its conservation, as it helps to reduce
extractivism. Therefore, this study aimed to evaluate the influence of plant regulators on the
in vitro multiplication of S. luetzelburgii. For this purpose, stem explants of S. luetzelburgii
were inoculated in MS/2 medium (MURASHIGUE AND SKOOG, 1974) gelled with 6g L -1
of agar, supplemented with 159 L -1 of sucrose and different concentrations of
naphthaleneacetic acid (NAA) and 6-benzylaminopurine (BAP), totaling nine treatments. A
completely randomized design was used in a 3x3 factorial arrangement (BAP concentrations
x NAA concentrations) with 5 replicates of 5 explants each, totaling 25 samples per
treatment. The experiment was monitored weekly over twelve weeks. The results revealed
that the concentration of 17.74 uM of 6-benzylaminopurine (BAP) resulted in the highest
number of swollen areoles and both this concentration and that of 8.87 uM of BAP were
associated with the highest proportion of explants with callus. Likewise, sprouting was
influenced by the concentration of BAP, with treatments containing higher concentrations
presenting a higher sprouting rate compared to treatments with low concentration or
absence of BAP. In addition, it was possible to observe that there was a decline in sprout
production for the treatment with 0 uM of NAA and 17.74 uM of BAP, while in the treatment
with 1.34 uM NAA and 17.74 uM of BAP it was possible to observe a significant trend of
increase in the number of sprouts over time. Root formation was inversely proportional to
BAP concentration in the absence of NAA or when associated with the use of 1.34uM NAA.
The presence of NAA also reduced root formation when associated with the use of BAP.
The results obtained in this study contribute significantly to the understanding of the in vitro
multiplication processes of S. luetzelburgii and highlight the need for species-specific
protocols that can be adapted to maximize the efficiency of each phase of the
micropropagation process.

Keywords: Plant regulators, Micropropagation, Tissue culture, Bottle cactus, Callogenesis,
Direct organogenesis.
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1. INTRODUCAO

A familia Cactaceae compreende um grupo diversificado de plantas suculentas,
conhecidas por suas adaptacbes peculiares aos ambientes aridos e semiaridos,
amplamente distribuidos pelas Américas (ANDERSON, 2001). O interesse por essas
plantas transcende fronteiras geograficas, culturais e académicas, sendo motivado néo
apenas por sua exética beleza, mas também por seu valor econdmico, ecolégico e cientifico
(ANDERSON, 2001).

As caracteristicas singulares das cactaceas tém despertado interesse em diversos
setores da sociedade (ANDERSON, 2001). Sao plantas de alto valor econémico, utilizadas
em diversas industrias, como a medicinal, ornamental, alimenticia, cosmética e cultural
(SIEGLOCH et al., 2020). Sua popularidade é evidenciada pelo fato de que todas as
espécies de cactos estado listadas na Convencado sobre o Comércio Internacional de
Espécies da Fauna e Flora Selvagens Ameacadas de Extincao (CITES), refletindo seu
status como recurso natural de relevancia global (SAJEVA; CARIMI; MCGOUGH, 2007).

O Brasil, como um dos maiores centros de diversidade de cactaceas do mundo,
desempenha um papel crucial na preservacio dessas plantas (ORTEGA-BAES; GODINEZ-
ALVAREZ, 2006). O pais abriga uma grande porcentagem de espécies nativas e
endémicas, principalmente no bioma caatinga (SIEGLOCH et al., 2020), no qual muitas
enfrentam sérios riscos de extingdo devido a pressao antropogénica e a falta de medidas
de conservacdao adequadas (CARVALHO et al, 2022). Nesse contexto, a regidao da
Chapada Diamantina, na Bahia, destaca-se como um hotspot de biodiversidade, abrigando
uma variedade impressionante de ecossistemas, incluindo areas de caatinga e cerrado,
onde vérias espécies de cactaceas encontram seu habitat natural (CARVALHO et al,,
2022).

Dentre as cactaceas nativas do Brasil, destaca-se o género Stephanocereus, que
compreende plantas de grande interesse cientifico e econdémico (ANDERSON, 2001). S.
luetzelburgii . Trata-se de um cacto solitario e vertical, que pode chegar a alcancar 1,5
metros de altura. Conhecidos popularmente como cactos-garrafa, durante sua fase jovem
apresentam um tronco esverdeado de formato globoso. No entanto, ao atingirem a
maturidade, o crescimento das hastes se torna mais fino, assumindo assim uma forma
semelhante a de uma garrafa. (MARCHI, 2012). E uma espécie endémica da Chapada
Diamantina (GONCALVES, 2023), encontrada em areas de caatinga e cerrado desta regiao



cuja conservacao e manejo sustentavel representam desafios significativos (TAYLOR;
ZAPPI, 2004).

O sucesso comercial das cactaceas tem sido acompanhado por desafios
significativos, especialmente no que diz respeito a sua conservacao. O extrativismo ilegal,
a degradacao do habitat e as mudancas climaticas representam ameacas constantes a
sobrevivéncia dessas plantas em seus ambientes naturais (PILLET et al., 2022). Diante
desse cenario, torna-se imperativo desenvolver estratégias eficazes para a propagacao e
multiplicacdo dessas cactaceas.

A propagacao eficiente é crucial para garantir a disponibilidade de mudas para cultivo
e para pesquisas cientificas. Entre as diversas técnicas de propagacéo, a micropropagacao
se destaca como uma ferramenta importante (LEMA-RUMINSKA e KULUS, 2014). Com o
aumento da demanda por plantas ornamentais, a micropropagacao tem se mostrado uma
ferramenta valiosa tanto para a protecao de espécies ameacadas quanto para a produgao
comercial (LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014).

A micropropagacao, técnica essencial dentro da cultura de tecidos vegetais,
desempenha um papel fundamental na multiplicacdo eficiente de plantas, permitindo a
producdo em larga escala de mudas geneticamente idénticas a partir de material vegetal
selecionado (GEORGE; HALL; KLERK, 2008). Contudo, ndo é possivel estabelecer um
protocolo capaz de ser aplicado a todas as plantas, pois as respostas dos vegetais as
condicoes do ambiente dependem de caracteristicas inter e intraespecificas, de tal modo
que é imprescindivel que sejam feitos estudos para determinar a forma mais eficiente de

propagacao para cada espécie de interesse (ESTRADA-LUNA et al., 2008).

A cultura de tecidos oferece uma abordagem promissora para a multiplicacao rapida
e eficiente de plantas, permitindo a producdo em larga escala de mudas geneticamente
idénticas a partir de material vegetal selecionado (MENEZES et al., 2012). Através da
aplicacao de técnicas de cultura de tecidos, espera-se nao apenas fornecer uma ferramenta
eficaz para a multiplicacdo e propagacdo de S. luetzelburgii, mas também gerar
informacdes relevantes que posteriormente possam ser utilizadas na conservacao in situ e
ex situ dessa espécie emblematica da flora brasileira. Neste contexto, o objetivo desse
estudo foi avaliar a influéncia de reguladores vegetais na multiplicagdo in vitro de

Stephanocereus luetzelburgii.



2. REVISAO DA LITERATURA

2. 1. Familia Cactaceae

A familia Cactaceae é composta por um grupo diversificado de plantas suculentas
gue se adaptam a ambientes aridos e semiaridos (SBRISSA; MELO, 2012). Essas plantas
possuem adaptacdes morfolégicas e fisiologicas que lhes permitem sobreviver em
condicbes de baixa disponibilidade hidrica, entre essas adaptacbes pode-se citar a
presenca de cladddios, estruturas especializadas para armazenamento de agua, e uma
espessa cuticula que reduz a perda de agua por transpiracdo (ANDERSON, 2001). Além
disso, Devido & fisiologia CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceas), os cactos
geralmente crescem lentamente e apresentam baixo rendimento de sementes, germinacao
e taxas de germinacdo (HUBSTENBERGER et al. 1992; MALDA et al. 1999;
SRISKANDARAJAH & SEREK, 2004; DAVILA-FIGUEROA et al. 2005; KHALAFALLA et al.
2007; ESTRADA-LUNA et al. 2008 apud MARCHI, 2012).

No entanto, sua principal caracteristica morfolégica, conforme apresentado na figura
1, € a presenca de auréolas: uma saliéncia hemisférica rica em tricomas, que normalmente
origina espinhos, flores e novos ramos (Cavalcante; Teles; Machado, 2013). Uma revisao
bibliografica desenvolvida por Rowley (2003) indica que auréolas sao, na verdade,
conglomerados de varias gemas formados a partir da perda dos entrends dos ramos laterais
dessas plantas, o que faz com que todas as suas gemas se encontrem em pontos do caule
principal, como pode-se ver na figura 2.
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Figura 1 - Principais caracteristicas morfologicas dos cactos (Adaptado de FREITAS et al., 2020)

Figura 2 - Possiveis etapas evolutivas para o surgimento das auréolas a partir da reducao dos entrends
(Cavalcante, 2013)



Tais caracteristicas fazem com que os cactos sejam objeto de fascinio para os
humanos desde que o primeiro espécime encontrado foi relatado, ha cerca de 3.000 anos,
no Peru (ANDERSON, 2001), e justificam a extragcao excessiva de individuos e sementes
com fins, geralmente, comerciais. Tal fato é preocupante, pois, de acordo com Cavalcante,
Teles e Machado (2013), essas angiospermas possuem alta importancia ecoldgica:
produzem frutos, néctar e pdélen, sendo a base de vérias cadeias alimentares do semiarido,
especialmente durante a estacdo seca; fornecem abrigo e agua para diversos animais.
Como geralmente prosperam em ambientes indspitos, contribuem para a formagao do solo
sobre a rocha nua, permitindo o posterior estabelecimento de outras plantas
(CAVALCANTE; TELES; MACHADO, 2013).

Além disso, todos os membros da familia estdo incluidos no Apéndice Il da CITES
(Hunt, 1999). Gottsch et al. (2015), determinaram que os cactos representam 31% das
espécies ameacadas e sdao o quinto tdxon mais ameacado. Ademais, 0 extrativismo é
danoso porque os cactos apresentam crescimento lento e sdo altamente vulneraveis as
perturbacées em seus estagios iniciais, o que torna a recuperacao populacional e a
restauracdo ambiental extremamente dificeis, além de gerar destruicao e fragmentacao de
habitats (DAVIS; HEYWOOQOD, 1997; CAVALCANTE; TELES; MACHADO, 2013).



2. 2. Stephanocereus luetzelburgii

Stephanocereus luetzelburgii apresenta uma morfologia peculiar: seu cladédio é
colunar, mas sua base € dilatada e seu apice é estreitado (Cavalcante; Teles; Machado,
2013). A pequena planta resultante do desenvolvimento inicial do embrido geralmente
possui um aspecto quase globoso, porém, durante o desenvolvimento, a por¢cao superior
fica mais estreita, dando um aspecto de garrafa a planta (Cavalcante; Teles; Machado,
2013), como pode-se notar na figura 3, o que justifica o fato de ser popularmente chamada
de cacto garrafa.

Figura 3 - Stephanocereus luetzelburgii, o cacto garrafa (ANDERSON, 2001)



2. 3. Conservacao

O Brasil ostenta o terceiro lugar no mundo no que diz respeito a diversidade de
cactaceas, possuindo mais de 250 espécies ja catalogadas, que podem ser encontradas
predominantemente na regiao Nordeste — 0 que inclui o estado da Bahia (Figura 4) - até os
estados de Minas Gerais e o sul do Rio Grande do Sul (ZAPPI et al., 2011). Muitas dessas
espécies sdo endémicas, como a Stephanocereus luetzelburgii (CAVALCANTE et al.,2023)
(Figura 3).

Acredita-se que uma unidade biogeografica com maior tamanho ou riqueza de
espécies tem maiores chances de garantir a sobrevivéncia de uma por¢cdo mais
representativa da biodiversidade regional do que fragmentos menores ou com poucas
espécies (MENEZES et al., 2015). Este € um principio amplamente incorporado na Biologia
da Conservacao e justifica o fato de areas com maior rigueza de espécies, taxons
ameacados de extincdo e taxas mais altas de endemismos geralmente serem escolhidas
para serem preservadas com prioridade (MENEZES et al., 2015).

Diversidade de Cactaceae
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Figura 4 - Diversidade de Cactaceae no Brasil. Em destaque, estado da Bahia (adaptado de ZAPII et al,
2011)



S. luetzelburgii trata-se de uma espécie endémica e, felizmente, ndo se encontra
ameacada de extincdo (GONCALVES; GONCALVES, 2023). No entanto, sabe-se que as
acOes humanas sao o principal fator de ameaca as cactaceas em geral (CAVALCANTE;
TELES; MACHADO, 2013) e que espécies endémicas sdao uma fonte de recursos genéticos
que devem ser protegidas e utilizadas de forma sustentavel (MARCHI et al., 2016).

Os cactos sao particularmente sensiveis as mudancas de habitat devido ao seu lento
desenvolvimento e baixas taxas de recrutamento (ZAPPI et al.,, 2011). Apesar destas
ameacas e do amplo reconhecimento do valor ornamental destas plantas, poucas espécies
nativas sao cultivadas para este fim, provavelmente porque existem poucos levantamentos
que visam a compreensao da biologia destas plantas (ZAPPI et al., 2011). Rojas-Aréchiga
e Vazquez-Yanes (2000) apontam que os estudos de propagacao sao, portanto, uma
alternativa para a conservacao de cactaceas, pois, ao possibilitar a obtencao de plantas por
métodos artificiais, a incidéncia de coleta excessiva e ilegal pode ser reduzida.

Estudos de conservacao de cactaceas, como os de Marchi (2012;2016) mostraram
que a micropropagacdo tem sido uma alternativa aos métodos convencionais de
propagacao de cactaceas, de tal modo que um dos resultados encontrados apresentaram
alta taxa de sobrevivéncia logo apdés a multiplicagdo de brotos aclimatizados de
Stephanocereus luetzelburgii (MARCHI, 2012).

Nesse contexto, a conservacao de espécies vegetais, particularmente as cactaceas
nativas do Brasil, € uma necessidade urgente diante das ameacas ambientais atuais; e a
micropropagacao surge como uma estratégia promissora para a preservacao de espécies,
contribuindo para a manutencdao da biodiversidade e o desenvolvimento de praticas
sustentaveis de manejo (MALDA et al., 1999).

2. 4. Cultura de Tecidos Vegetais

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica que permite a propagacao de plantas a
partir de pequenos segmentos de tecido, conhecidos como explantes, sob condi¢des
controladas e ambiente estéril (GEORGE; HALL; KLERK, 2008). Este método tem sido
amplamente utilizado para a propagacao de espécies vegetais, principalmente aquelas de

interesse econdmico e cientifico, bem como para a conservagao de espécies ameacadas



de extincao (KHATTAB et al., 2014). Além de produzir milhdes de novas plantas a partir de
um unico explante, essa alta producao é acompanhada do aumento da qualidade, uma vez
que as plantulas séo livres de virus e outros agentes patogénicos (LEMA-RUMINSKA;
KULUS, 2014). Ou seja, podem ser produzidas em grande quantidade durante todo o ano,

suprindo a demanda e plantas e evitando o extrativismo.

A aplicacdo dessa técnica pode envolver diferentes fases, incluindo a indugéo de
calos, regeneracdo de brotos e enraizamento, cada uma delas influenciada por fatores
como tipo de explante, composicdo do meio de cultura, e concentracdes de reguladores de
crescimento (GEORGE; HALL; KLERK, 2008). De maneira geral, a producao de uma muda
micropropagada compreende etapas essenciais a serem seguidas, as quais Murashige
(1974) determina:

1. Estabelecimento da cultura in vitro: dado que o cultivo em condicbes assépticas €

um dos principios da cultura de tecidos vegetais.

2. Multiplicacdo in vitro: nesse estagio, os tecidos vegetais passam por

transformacdes que os levam a desenvolver novas plantas.

3. Preparagado das microplantas para transferéncia do ambiente in vitro para o ex
vitro: nessa fase, o objetivo é conferir as mudas tolerancia ao estresse hidrico no ambiente

externo. Para tal, o enraizamento e o0 alongamento sdo estimulados.

Uma vez que uma metodologia especifica de micropropagacdo para uma
determinada espécie € desenvolvida, ela pode ser mais eficiente e econ6mica em
comparacao com os métodos tradicionais de cultivo, o que tem contribuido para a crescente
popularidade dessa técnica na indUstria horticola (LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014).

2. 5. Reguladores de Crescimento

No estagio da multiplicacdo in vitro, podem ser adicionados ao meio de cultura
reguladores vegetais sintéticos, substancias que podem ser aplicadas as plantas de modo
a modificar processos vitais e estruturais, incrementando a producdo e melhorando a
qualidade do cultivo (LACA-BUENDIA, 1989).

Os reguladores de crescimento, ou fitorménios, sdo substancias quimicas que

desempenham papel crucial na regulacdo dos processos de crescimento e
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desenvolvimento das plantas. Entre os principais reguladores utilizados na cultura de
tecidos estédo as auxinas e as citocininas (MAJEROWICZ; PERES; KERBAUY, 2004).

Alguns dos reguladores sintéticos mais utilizados sao o acido a-naftalenoacético (a-
ANA) e a benzilaminopurina (BAP), compostos que conferem respostas fisiolégicas
semelhantes, respectivamente, as auxinas e as citocininas naturais (Majerowicz; Peres;
Kerbauy, 2004), sendo classes hormonais que atuam de forma determinante na regulacao
do crescimento e morfogénese in vitro (GEORGE; HALL; KLERK, 2007).

As auxinas, como o acido naftalenoacético (ANA), sdo fundamentais para a inducao
de raizes e para a promog¢ao do crescimento celular. Elas atuam na elongacao celular e
sado essenciais na formacao de calos e na regeneracao de brotos a partir de explantes
(MELO, 2002).

As citocininas, como a 6-benzilaminopurina (BAP), promovem a divisdo celular e a
formacao de brotos. Elas sdo amplamente utilizadas para induzir a proliferagéo de brotos e
melhorar a eficiéncia da micropropagacao, sendo essenciais na fase de multiplicacao de
brotos na cultura de tecidos (LUCAS et al., 2007), além de desempenharem importante
papel na calogénese (FLORES et al., 2007).

A combinacao e a concentracdo adequadas desses reguladores de crescimento sao
essenciais para o sucesso da micropropagacao, uma vez que as respostas dos explantes
variam conforme o genétipo e o tipo de tecido utilizado (MAJEROWICZ; PERES;
KERBAUY, 2004).

Estudos, como os de Marchi (2016), Souza et al. (2012) e Marchi (2012) mostraram
que o uso de reguladores estimulou o potencial organogénico de cactaceas, viabilizando a
micropropagacao. Em consonancia, mudas produzidas em laboratorio ja foram transferidas
com sucesso para o0 ambiente, o que evidencia que é possivel o cultivo e,
consequentemente, a comercializacdo em larga escala de espécies de cactos (ZAPPI, et
al., 2011).

Portanto, evidencia-se a relevancia da cultura de tecidos vegetais e o papel crucial

dos reguladores de crescimento na micropropagacao de cactaceas nativas da Bahia
(ZAPPI, et al., 2011).
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3. OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia de reguladores vegetais na

multiplicacao in vitro de Stephanocereus luetzelburgii.

4. MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado neste experimento foi obtido a partir de plantas ja
estabelecidas em colec¢ao in vitro e disponibilizadas pelo Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Federal da Bahia (LCTV — UFBA). Essas plantas foram
previamente mantidas em condi¢cdées controladas (25°C+-1, fotoperiodo de 16h luz/dia)

garantindo sua saude e vigor antes do inicio do experimento.

Para avaliar a multiplicagao, foi adotado um delineamento inteiramente casualizado
em arranjo fatorial de 3 concentracdes de acido naftalenoacético (ANA) x 3 concentracoes
de 6-benzilaminopurina (BAP), totalizando nove tratamentos., com cinco repeticoes de
cinco amostras cada conforme detalhado na Tabela 1.

Tabela 1- Diferentes tratamentos estabelecidos para investigar a multiplicagéo in vitro da espécie S.

luetzelburgii, incluindo as concentragdes de acido naftalenoacético (ANA) e 6-benzilaminopurina

(BAP) utilizadas em cada tratamento.

Tratamentos Concentracao de ANA Concentracao de BAP

1 0 uM 0 uM

2 0 uM 8,87 uM
3 0 uM 17,74 uM
4 1,34 uM 0 uM

5 1,34 uM 8,87 uM
6 1,34 pM 17,74 uM
7 2,68 pM 0 uM

8 2,68 uM 8,87 uM
9 2,68 UM 17,74 uM
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O meio de cultivo utilizado foi o Murashigue e Skoog (MS) com metade das
concentragdes salinas (MS/2). Além disso, foram adicionados 15g L -' de sacarose e 6g L
1 de agar ao meio. Apds a preparacgdo, o pH do meio foi ajustado para 5,6 - 5,8, seguido
pelo processo de autoclavagem por 15 minutos a 121°C.

Como explantes, foram utilizados segmentos longitudinais do cladoédio com
aproximadamente 1 cm de comprimento (Figura 5). Esses explantes foram inoculados em

tubos de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura.

Figura 5 - Explante de Stephanocereus luetzelburgii com pequenas brotacdes

Durante o periodo experimental, os tubos de ensaio com os explantes foram
mantidos em sala de crescimento a uma temperatura constante de 25 + 1°C, e fotoperiodo
de 16 horas de luz por dia. O acompanhamento do experimento foi realizado semanalmente
ao longo de doze semanas. Durante esse periodo, foram registradas varidveis como o
intumescimento das auréolas, emissao de raizes, quantidade de brotos e presenca ou
auséncia de calos (Figura 7).

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica, utilizando-se a analise de
variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para comparacao de médias, utilizando o programa
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estatistico Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011). Adicionalmente, foi realizada uma analise de

regressao para avaliacao do numero de brotos.

5. RESULTADOS

Os resultados da andlise de variancia (ANOVA) revelaram que para as variaveis
calogénese e auréolas intumescidas nao houve interacao entre os fatores, apenas o BAP
interferiu significativamente nos dados. Embora a concentragédo de 17,74 uM de 6-
benzilaminopurina (BAP) tenha resultado no maior nimero de auréolas intumescidas, tanto
essa concentragdo quanto a de 8,87 uM de BAP foram associadas a maior proporcao de
explantes com calos (conforme indicado na Tabela 2). Nao foi observada diferenca
significativa entre essas duas concentracdes para a formacéo de calos.

Tabela 2 - Efeito de diferentes concentracdes de 6- benzilaminopurina (BAP) sobre a

calogénese e o intumescimento das auréolas dos explantes de Stephanocereus

luetzelburgii.
Explantes que apresentaram
BAP Calo (%) . . ]
auréolas intumescidas (%)
O uM 83b 63b
8,87 uM 99a 77b
17,74 uM 100a 83a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey (p>0,05).

Nao houve diferenca significativa para os tratamentos, de modo que o tratamento
controle nao diferiu dos demais. A taxa de brotos por explante (Figura 6) foi influenciada
pela concentragdo de BAP, com os tratamentos contendo concentracées mais altas
apresentando uma maior taxa de brotagdo em comparacdo com os tratamentos de baixa
concentragdo ou auséncia de BAP. Esse efeito foi observado ao longo das semanas de
avaliagéo (Figura 7).
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Figura 6 - Explantes de Stephanocereus luetzelburgii, inoculados em meio de cultura sem adigdo de
reguladores vegetais, apresentando inicio da brotacédo

A equacao quadratica representada pelo grafico C (Figura 7) demonstrou que no
tratamento com 0 uM de acido naftalenoacético (ANA) e 17,74 uM de BAP existiu uma
tendéncia de crescimento do numero de brotos a partir semana 4, de modo que produc¢ao
maxima de brotos se deu na semana 8. Observou-se também que tal tratamento foi capaz
de produzir em 5 semanas a quantidade de brotos produzida ao final das 12 semanas na
maioria dos tratamentos. Porém, nota-se que, apesar de a brotagcdo ter aumentado
rapidamente, apdés 12 semanas de experimento, ha um decaimento da quantidade de
brotos.

Ja na equacao linear representada pelo grafico F (tratamento com 1,34 uM de ANA
e 17,74 uM de BAP), é possivel observar uma tendéncia significativa de aumento no
namero de brotos ao longo do tempo. Esse tratamento foi capaz de gerar uma quantidade
constante e significativamente maior de brotos em comparagao com os outros tratamentos,

evidenciando sua eficacia na promogéao da brotagao.
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Por fim, a combinacdo de ANA e BAP teve um efeito significativo na emissao de
raizes (Figura 8), que tiveram origem tanto dos explantes quanto nos brotos. O tratamento
controle apresentou 100% de enraizamento, sendo este o tratamento mais efetivo para o
enraizamento. A formacao de raizes foi inversamente proporcional a concentragao de
BAP na auséncia de ANA ou quando associada ao uso de 1,34uM de ANA; A presenca
de ANA também reduziu a formacgao de raizes quando associada ao uso de BAP (Tabela
3).

Tabela 3 - Efeito de diferentes concentracbes de acido naftalenoacético (ANA) e 6-
benzilaminopurina (BAP) sobre o enraizamento dos explantes de Stephanocereus luetzelburgii.

BAP 0 uM BAP 8,87 yM BAP 17,74 yM

(%) (%) (%)
ANA 0 uM 1,00aA 0,75aB 0,45aC
ANA 1,34 uM 1,00aA 0,32bB 0,080C
ANA 2,68 uM 0,96aA 0,17bB 0,000B

As médias seguidas pela mesma letra, mindscula nas colunas e mailsculas nas linhas, nao

Figura 8 - Brotos de Stephanocereus luetzelburgii apresentando raizes
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo contribuem significativamente para o
entendimento dos processos de multiplicacao in vitro de Stephanocereus luetzelburgii. Ao
investigar os efeitos de diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) e acido
naftalenoacético (ANA) na micropropagacao de S. luetzelburgii, pode-se observar diversas
respostas fisiolégicas e morfolégicas que sao cruciais para o sucesso do processo de

multiplicagéo.

Inicialmente, a analise de variancia (ANOVA) mostrou que tanto a concentracao de
17,74 uM quanto a de 8,87 uM de BAP resultaram em alta proporcédo de explantes com
calos, com a concentragdo de 17,74 uM promovendo o maior numero de auréolas
intumescidas. Estes resultados corroboram o que foi encontrado por outros estudos que
destacam o BAP como um potente regulador na indugéo de calogénese em varias espécies
de cactaceas (LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014). A auséncia de uma diferenca significativa
entre as duas concentracdes mais altas sugere que ha um limite para a eficacia do BAP na
inducao de calos e auréolas intumescidas, além do qual o beneficio adicional pode ser
marginal. O intumescimento das aréolas indica que posteriormente emergirdo brotos
(CHORENO-TAPIA et al., 2002).

No que diz respeito a brotagdo, em consonéncia com os resultados encontrados por
Marchi (2016), as diferentes concentracdes e combinacdées de reguladores vegetais nao
foram significativas para a quantidade de brotos de S. luetzelburgii dentro das 12 semanas
de avaliacdo. De acordo com Marchi (2016), a semelhanca do tratamento sem reguladores
vegetais com aqueles suplementados pode ser justificada pela sintese de horménios
enddgenos durante o cultivo in vitro (Hubstenberger et al. 1992).

Em relagdo ao tempo de cultivo, pode-se notar que o inicio mais precoce da
diferenciacao dos brotos se deu a partir da semana 3 — assim como em Marchi (2016) — no
tratamento sem reguladores vegetais (Grafico A, figura 7). Resultados similares foram
obtidos para H. undatus (Fan et al. 2013) e Opuntia ficus indica (Angulo-Bejarano e Paredes
Lopez, 2011).

Apesar desses achados, Marchi (2016) afirma que existe a possibilidade de o
aumento do potencial regenerativo para S. luetzelburgii ser alcancado através de um
balanco preciso de auxinas e citocininas. Em outros representantes da familia Cactaceae,
como Hilocereus costaricensis (Hua et al. 2014) e Opuntia ficus indica (El Finiti et al. 2013),
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0 numero de brotos por explante aumentou a medida que houve incremento de citocininas,

como 6- benzilaminopurina (BAP).

Desse modo, a brotacdo dos explantes foi influenciada positivamente pelas
concentracdes mais altas de BAP, como evidenciado pelo aumento significativo na taxa de
brotagdo com o aumento das concentracdes. Estes achados também sao consistentes com
os relatos de que o BAP, quando aplicado em concentragcdes apropriadas, pode estimular
a formacéao de brotos em espécies de cactaceas, aumentando a eficiéncia da multiplicacao
in vitro (LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014). A combinacéo especifica de 1,34 uM de ANA e
17,74 uM de BAP demonstrou ser eficaz na promogédo da brotacdo in vitro de S.
luetzelburgii, uma vez que nesse tratamento, existiu uma tendéncia de crescimento do
namero de brotos mesmo apdés 12 semanas, como indicado pela tendéncia do grafico
(figura 7).

Ja a tendéncia de declinio na quantidade de brotos apés 12 semanas para o
tratamento com 0 uM de ANA e 17,74 uM de BAP pode indicar um excesso de crescimento
inicial que nao é sustentado ao longo do tempo, uma situacédo que pode exigir ajustes no
protocolo para otimizar a produtividade a longo prazo.

As auxinas e citocininas desempenham papeis fundamentais na inducao (HUA et al.,
2015) e desenvolvimento de brotos (SRISKANDARAJAH et al., 2006), de tal modo que, em
diversas espécies de cactos, a adicdo de reguladores vegetais ao meio de cultura
potencializa a multiplicacdo. Esse é o caso de Cereus hildmannianus (LANGER,;
MERGENER, 2013) e Hilocereus costaricensis (VINAS et al., 2012), espécies em que
meios nutritivos desprovidos de reguladores vegetais ndo apresentaram inducao de brotos.
E importante frisar, porém, que isso varia conforme tipo e concentragées de reguladores e
espécie trabalhada (ALVES et al., 2013; ROMAN et al., 2014). A capacidade de induzir a
proliferacao de brotos de forma eficiente é crucial para a produgdo em larga escala de
mudas geneticamente idénticas e para a rapida expansado populacional de espécies
vegetais de interesse (GONCALVES et al., 2020).

No entanto, observou-se um efeito inibitério do BAP na formacao de raizes nos
explantes de S. luetzelburgii, conforme demonstrado pela redugédo na formacao de raizes
nos tratamentos que incluiram esse regulador de crescimento. Os dados da Tabela 3
mostram que a combinagdo de ANA e BAP teve um impacto significativo no enraizamento

dos explantes. A presenca de BAP foi associada a uma reducao na formacgao de raizes,
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especialmente nas concentracées mais altas, sugerindo que a quantidade de BAP utilizada
pode estar inibindo a formacao de raizes. Esta observacao é coerente com a literatura
existente que indica que o excesso de BAP pode nao apenas inibir a formacao de raizes,
mas também induzir um estado de crescimento nao direcionado que prejudica o
desenvolvimento radicular (GEORGE; HALL; KLERK, 2008). O efeito redutor do ANA na
presenca de BAP reforca a necessidade de um balanco cuidadoso entre reguladores para

promover tanto a brotagio quanto o enraizamento.

Esse efeito é consistente com estudos anteriores que destacam a capacidade do
BAP de promover a proliferacdo celular e a diferenciagdo de tecidos meristematicos,
inibindo assim a formacao de raizes adventicias (HENRIQUE et al., 2021). A formacao de
raizes é crucial para o sucesso da aclimatizacao das plantas, portanto, essa observacao
destaca a necessidade de ajustes nas concentragdes e combinacdes de reguladores para
otimizar o desenvolvimento do sistema radicular durante a micropropagagéo (GONGCALVES
et al., 2020).

Estudos anteriores sobre micropropagacdo de cactaceas tém mostrado que a
eficacia dos reguladores vegetais pode variar significativamente entre espécies e até
mesmo entre cultivares da mesma espécie (SIEGLOCH et al., 2020). A importancia de
ajustar as concentracées de BAP e ANA para obter os melhores resultados em cada tipo
especifico de cacto é uma mensagem consistente com a literatura (LEMA-RUMINSKA;
KULUS, 2014). Os resultados obtidos aqui destacam a necessidade de protocolos
especificos para Stephanocereus luetzelburgii, que possam ser adaptados para maximizar
a eficiéncia de cada fase do processo de micropropagacao.

7. CONCLUSOES

A presenca de BAP promove calogénese e brotacdo, mas inibe o enraizamento em
explantes de Stephanocereus luetzelburgii. O tratamento sem reguladores vegetais permite
o inicio mais precoce da diferenciagdo dos brotos, bem como resultou em 100% de
enraizamento. As diferentes concentracées e combinacdes de reguladores vegetais nao
sao significativas para a quantidade de brotos de S. luetzelburgii até 12 semanas, mas
existe a tendéncia de crescimento do numero de brotos apds as 12 semanas em explantes

expostos a concentracbes mais altas de BAP.
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