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Propagacdo in vitro de Melocactus brederooianus para fins de conservacao

In vitro propagation of Melocactus brederooianus for conservation purposes

Ana Paula Pereira Medeiros Brito’, Luane Portela Carmo?, Pollyana Karla da Silva’,
Patricio Borges Maracaja®, Aline Carla de Medeiros’® e Fabiane Rabelo da Costa Batista®

RESUMO: O Melocactus brederooianus Buining ¢ uma cactacea endémica do semidrido brasileiro que se
encontra severamente ameagada de extingdo devido a degradagcdo do seu habitat e ao extrativismo
predatério. Diante desse cendrio, o Instituto Nacional do Semiarido (INSA) desenvolveu um protocolo de
cultivo in vitro com o objetivo de garantir a germinacgdo eficiente e viabilizar a conservagdo ex situ da
espécie. Este trabalho relata a experiéncia laboratorial realizada nas dependéncias do INSA, em Campina
Grande - PB, no ano de 2023. Sao apresentadas as justificativas para a escolha da via biotecnoldgica,
detalhando-se as etapas de assepsia dos explantes, inoculagdo em meio de cultura especifico e as condig¢des
de incubagdo. Os resultados demonstraram o sucesso no estabelecimento inicial e na taxa de germinacao
das sementes sob condi¢des controladas, superando limitagdes do ambiente natural. Conclui-se que a
micropropagacdo se mostra uma ferramenta biotecnologica viavel e indispensavel para a salvaguarda
genética e futura reintroducdo dessa cactdcea ameacada.

Palavras-chave: Biotecnologia vegetal; Conservacgdo ex situ; Cactaceae; Semiarido brasileiro.

ABSTRACT: Melocactus brederooianus Buining is an endemic cactus species from the Brazilian
semiarid region that is currently severely threatened with extinction due to habitat degradation and
predatory extraction. Given this scenario, the National Institute of the Semiarid (INSA) developed an in
vitro culture protocol aimed at ensuring efficient germination and enabling the ex situ conservation of
the species. This paper reports the laboratory experience conducted at INSA's facilities in Campina
Grande - PB, Brazil, during 2023. The justifications for choosing the biotechnological approach are
presented, detailing the stages of explant asepsis, inoculation in a specific culture medium, and
incubation conditions. The results demonstrated success in the initial establishment and seed germination
rate under controlled conditions, overcoming the limitations of the natural environment. In conclusion,
micropropagation proves to be a viable and indispensable biotechnological tool for the genetic
safeguarding and future reintroduction of this endangered cactus.

Keywords: Plant biotechnology; Ex situ conservation; Cactaceae; Brazilian semiarid.
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INTRODUCAO

A regido semidrida brasileira, caracterizada pelo bioma Caatinga, abriga uma rica biodiversidade
adaptada a condigdes de estresse hidrico e altas temperaturas. Dentre as familias botanicas mais
representativas e adaptadas a esse ecossistema, destaca-se a Cactaceae, que desempenha um papel
ecologico fundamental na manutencao da fauna local, na ciclagem de nutrientes e na estruturagdo da
paisagem. No entanto, a vegeta¢do nativa desse bioma tem sofrido constantes pressdes antropicas,
resultando na perda acelerada de habitats e na fragmentagdo de populagdes de espécies endémicas.

Nesse cenario de vulnerabilidade, encontra-se o Melocactus brederooianus Buining, uma cactacea
endémica de ocorréncia restrita ao municipio de Morro do Chapéu, no estado da Bahia. Conhecida
popularmente como coroa-de-frade ou cabega-de-frade, a espécie apresenta um crescimento lento e uma
reproducao dependente de condi¢cdes ambientais especificas. Atualmente, o M. brederooianus esta
classificado como uma espécie ameacada de extingdo, pressionada fortemente pelo extrativismo
predatorio para fins ornamentais e pela degradacdo severa de seu habitat natural (Braun; Taylor, 2013).

Diante da necessidade urgente de estratégias de conservacao ex sifu, o cultivo in vitro surge como
uma ferramenta biotecnologica indispensavel. A micropropagagdo permite a producao massal de mudas
sadias a partir de uma quantidade minima de tecido vegetal, garantindo a preservacao do patrimonio
genético sem causar novos impactos as populagdes nativas. No entanto, o estabelecimento in vitro de
espécies silvestres e endémicas impde desafios complexos relacionados a calibragdo nutricional e a
sensibilidade a protocolos de desinfestacdo. Até o presente momento, a literatura cientifica carece de
relatos e protocolos consolidados voltados especificamente para a introducdo e regeneragdo in
vitro de M. brederooianus.

Melocactus brederooianus Buining ¢ uma cacticea endémica do semiarido brasileiro, mais
precisamente da cidade de Morro do Chapéu (Bahia) (Figura 1). estratégias de conservagdo ex
situ devido a degradagdo de habitat. conhecida popularmente como coroa-de-frade ou cabega-de-frade,
e estd atualmente classificada como uma espécie ameagada de extingdo devido a degradagdo de seu
habitat natural e ao extrativismo (Braun; Taylor, 2013; Bravo,1919; Telhe, 2025 e Telhe et al 2025). A
sua micropropagagdo via cultivo in vitro atua como ferramenta tecnoldgica importante para a
preservacdo desta espécie através de etapas como o estabelecimento, que busca a assepsia e introdugao
segura do material no laboratorio

- -

Fonte: Autora
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As principais etapas que compdem a micropropagacao de plantas englobam o estabelecimento,
a multiplicagdo, o enraizamento e a aclimatizagdo (Andrade, 2002). O estabelecimento in vitro, enquanto
fase inicial do processo, consiste na desinfestacdo de um explante (fragmento vegetal) e sua posterior
inoculacdo em meio de cultura nutritivo e estéril (Karen, 2025). O objetivo primordial dessa fase é
proporcionar condigdes fisicas e quimicas ideais para que o tecido vegetal se desenvolva livre de
contaminantes biologicos (Oliveira,2021). Trata-se de um estdgio critico do protocolo, pois exige a
selecdo criteriosa do material de partida, a aplicagdo de agentes sanitizantes que eliminem
microrganismos sem causar fitotoxicidade e a formulacdo de meios basais suplementados com nutrientes
e fitorreguladores adequados para induzir o crescimento inicial. Portanto, o sucesso do estabelecimento
¢ o fator determinante para a viabilidade de todo o cultivo in vitro.

O estabelecimento in vitro de uma nova espécie pode ser desafiador, especialmente no caso de
espécies endémicas com caracteristicas ou necessidades nutricionais especificas, pois algumas plantas
podem ndo se adaptar ao ambiente in vitro (Correia, 2018). Até o0 momento, ndo ha relatos na literatura
cientifica sobre o cultivo in vitro de M. brederooianus. O Laboratério de Cultivo in vitro de Plantas
(LACIP) do Instituto Nacional do Semiarido (INSA) mantém um banco de germoplasma com o objetivo
de conservar plantas endémicas e ameagadas da regido semiarida. Este relato descreve a experiéncia
cientifica de participar dos experimentos envolvendo o estabelecimento in vitro de M. brederooianus,
abordando as técnicas biotecnoldgicas utilizadas e os desafios enfrentados.v

MATERIAIS E METODOS

Local e periodo de estudo

O estudo foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Cultivo in vitro de Plantas (LACIP) do Instituto
Nacional do Semiarido (INSA), localizado em Campina Grande - PB, abrangendo o periodo experimental
de marco a agosto de 2023.

Material vegetal e obtencao dos explantes

Como estratégia para o estabelecimento asséptico e garantia da variabilidade genética, optou-se pela
utilizacdo de sementes como explante inicial. Os frutos maduros de Melocactus brederooianus foram
coletados manualmente, com o auxilio de pingas metélicas, a partir de individuos adultos mantidos na
colecao viva do Cactario Guimardes Duque (CAGD), também pertencente ao INSA. No laboratorio, os
frutos foram abertos com o auxilio de bisturi e pingas estéreis para a extragdo manual das sementes, as quais
foram imediatamente submetidas ao protocolo de desinfesta¢do superficial (Figura 2A).

Protocolo de desinfestaciao superficial

O processo de assepsia das sementes foi realizado em condi¢des de laboratério para eliminar
microrganismos epifiticos. Inicialmente, as sementes foram imersas em alcool etilico a 70% (v/v) sob
agitacdo por 1 minuto. Na sequéncia, o material foi transferido para uma solucdo de hipoclorito de sddio
(NaOCl) a 2,5% de cloro ativo por um periodo de 15 minutos, acrescida de 3 gotas do agente tensioativo
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Tween 20® para quebrar a tensdo superficial e permitir maior contato do sanitizante com o tegumento
rugoso da semente. Durante este intervalo, aplicou-se agitacdo manual suave e intermitente. Finalizada a
etapa quimica, as sementes foram submetidas a uma triplice lavagem com agua destilada e autoclavada para
a completa lixiviacdo e eliminacdo de residuos dos agentes desinfestantes.

Meio de cultura, inoculac¢ao e condicoes de incubacao

Todo o procedimento de manipulacdo pos-desinfestagdo e inoculacdo foi executado rigorosamente sob
fluxo de ar laminar estéril. As sementes foram introduzidas individualmente em frascos de vidro contendo
meio de cultura basico Murashige & Skoog (MS) (1962), suplementado com 30 g L' de sacarose como
fonte de carbono e solidificado com 6 g L™ de 4gar (Figura 2B-C). O pH do meio foi devidamente aferido
e ajustado (geralmente para , insira o valor exato se tiver) antes da autoclavagem a 121 °C e 1,1 atm por
20 minutos.

Apos a inoculagdo, os frascos foram vedados e transferidos para a sala de crescimento com temperatura
controlada de , submetidos a um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. A irradidncia fornecida
por lampadas fluorescentes brancas frias foi fixada em

Avaliacées e monitoramento

O experimento foi avaliado periodicamente, monitorando-se a porcentagem e a velocidade de germinagao,
bem como as fases iniciais do desenvolvimento poés-seminal das plantulas ao longo de 30 dias.
Adicionalmente, visando mensurar a eficiéncia do protocolo de assepsia e a incidéncia de patdégenos
latentes, os frascos foram monitorados sistematicamente quanto a manifestacdo de contaminagdes
endogenas (fungicas ou bacterianas) pelo periodo estendido de 180 dias.

Figura 2. Preparagdo do material para estabelecimento in vitro. A - Retirada das sementes dos frutos
de Melocactus brederooianus. B-C - Inocula¢dao das sementes no meio de cultura.
Fonte: Autora.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O estabelecimento in vitro de M. brederooianus foi realizado com sucesso. Apds 30 dias de
monitoramento, as sementes apresentaram uma taxa média de germinagdo de 85%, demonstrando a
eficiéncia do protocolo de desinfestagdo e cultivo in vitro utilizado. A imersdo inicial em alcool 70%
seguida de hipoclorito de sddio 2,5% foi eficaz em eliminar contaminantes sem comprometer a
viabilidade das sementes. Esses resultados corroboram com estudos anteriores, que demonstram que a
combinagdo de alcool e o uso de hipoclorito de sodio sdo eficientes para as cactaceas, evitando
contaminagdes endogena (Resende, 2021).

X
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Figura 3. Estabelecimento in vitro de Melocactus brederooianus. A - Germinagao com emissao do
hipocotilo. B - Desenvolvimento das plantas apos 15 dias. C - Crescimento das plantas
apos 90 dias.

A germinagdo das espécies pertencentes ao género Melocactus, incluindo a espécie em estudo
(M. brederooianus), caracteriza-se morfologicamente pelo rompimento do tegumento seminal seguido
pela emergéncia do hipocotilo. No presente ensaio, esse evento fisiologico foi registrado a partir do 8°
dia apods a inoculagdo no meio de cultura, atingindo o pico germinativo no 12° dia. Esses dados
cronoldgicos confirmam que o meio basico Murashige & Skoog (MS) possui o balango de
macronutrientes e micronutrientes adequado para suprir as exigéncias dessa cactiacea na fase de retomada
do crescimento embrionario.

As plantulas resultantes apresentaram um padrao de desenvolvimento vigoroso, exibindo tecidos
com coloragdo verde intensa e um sistema radicular bem desenvolvido (Grott, 2023). Esse perfil
morfofisiologico saudéavel e estavel indica que o aparato abiodtico fornecido pela sala de crescimento —
sobretudo a temperatura controlada e a densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (irradiancia) —
mimetizou com sucesso as necessidades ecologicas da espécie para esta fase da ontogénese. Portanto, o
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protocolo de estabelecimento adotado demonstrou-se altamente eficaz para a producao de propagulos
viaveis voltados a conservacao ex situ.

A taxa de germinagdo alcangada por M. brederooianus demonstra-se superior aos indices
comumente relatados na literatura para cactaceas propagadas in vitro, evidenciando a eficiéncia do
protocolo adaptado e o suporte nutricional do meio MS - Murashige Skoog (Correia, 2018). Tal
prontiddo na resposta germinativa indica que as sementes da espécie ndo apresentam dormeéncia severa,
contrastando com a fisiologia de diversas cactidceas que exigem tratamentos prévios para a superacao
desse estado (Correia, 2018). Adicionalmente, o controle absoluto de contaminantes flngicos e
bacterianos valida a metodologia de desinfestacdo quimica adotada. A eliminagdo eficaz de
microrganismos exodgenos e enddgenos durante o periodo avaliado contornou com sucesso um dos
principais desafios biotecnoldgicos no cultivo de tecidos vegetais.

A experiéncia de trabalhar em um laboratorio de cultivo in vitro, especialmente ao estabelecer
novas espécies, possui diversos desafios. A contaminagdo ¢ uma preocupagdo constante, pois fungos,
bactérias e virus podem comprometer os experimentos, tornando a manuten¢do da assepsia e controle
da higiene do laboratorio cruciais. Além disso, ¢ fundamental controlar rigorosamente as condi¢des de
luz e temperatura da sala de crescimento in vitro, ja que pequenas variagdes podem impactar na
germinagdo e no crescimento dos cactos. A escolha do tipo de meio € essencial para fornecer os nutrientes
necessarios para as cactaceas (Magnani, 2022). O processo de desinfestagdao deve ser realizado com
cuidado para evitar danos aos explantes e garantir a elimina¢do de contaminantes. Também ¢ importante
destacar os custos elevados com materiais € equipamentos, assim como a necessidade de formagao
técnica adequada para o manuseio e execugdo de técnicas in vitro.

O estabelecimento in vitro de espécies vegetais inéditas ou pouco estudadas, como o Melocactus
brederooianus, impoe uma série de desafios biotecnologicos e operacionais. A manutenc¢do de condigdes
rigorosamente axénicas (livres de contamina¢do) configura-se como uma preocupagao perene, uma vez
que a proliferacdo de fungos e bactérias pode inviabilizar por completo os ensaios, exigindo protocolos
severos de assepsia e sanitizagdo do ambiente laboratorial (Araujo, 2025). Outrossim, o controle
milimétrico das varidveis abidticas na sala de crescimento — como fotoperiodo, irradidncia e
temperatura — ¢ determinante, visto que oscilagdes minimas nesses parametros podem desencadear
estresses fisiologicos e comprometer as taxas de germinagdo e morfogénese das cactaceas. A formulagao
do meio de cultura basal e o balango de seus constituintes quimicos exigem precisao para atender as
demandas nutricionais especificas do taxon. Paralelamente, o processo de desinfestacdo quimica
demanda uma calibracdo minuciosa para equilibrar a eliminag¢do de fitopatégenos e a preservacao da
viabilidade celular do explante. Por fim, cabe ressaltar que a implementagdo dessas rotinas esbarra em
gargalos econdmicos, dados os custos elevados de insumos e equipamentos de precisdo, além de
demandar capital humano com alto nivel de treinamento técnico para a execugdo segura das técnicas de
cultura de tecidos.

O desenvolvimento de protocolos para a introducdo in vitro de novas espécies revela a
complexidade pratica da biotecnologia vegetal. Dentre os principais desafios enfrentados, destaca-se a
vulnerabilidade dos meios de cultura a contaminag¢des por fungos e bactérias, o que torna o rigor na
assepsia € a constante higieniza¢ao do laboratorio fatores mandatérios para o sucesso experimental
(Melo Junior e Andrade Royo 2021). Do mesmo modo, a homeostase do ambiente na sala de incubacao
requer monitoramento continuo, pois variagdes térmicas ou luminosas impactam diretamente o
metabolismo e o vigor das plantulas de cactos. A escolha assertiva do meio de cultura e a otimiza¢do do
tempo de exposi¢do aos agentes sanitizantes sdo etapas criticas para evitar a toxicidade nos tecidos
vegetais. Soma-se a esses fatores a necessidade de vultosos investimentos em infraestrutura laboratorial
e reagentes de grau analitico, bem como a exigéncia de uma curva de aprendizado técnico especializada
por parte dos operadores para a conducao bem-sucedida dos protocolos de micropropagacao.
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CONSIDERACOES

A experiéncia de cultivar Melocactus brederooianus in vitro no LACIP do INSA sdo técnicas
importantes sobre a biotecnologia aplicada a conservagao de espécies ameacadas. Os desafios enfrentados,
como a contamina¢do microbiana € a manutencdo das condigdes ideais ao ambiente. A alta taxa de
germinagdo observada indica a viabilidade da técnica biotecnoldgica utilizada e sugere que a espécie nao
apresenta dorméncia, o que facilita sua propagacgao.

Recomenda-se continuar os experimentos com o M. brederooianus e avangar para as etapas
seguintes do cultivo in vitro. A experiéncia aqui descrita pode servir de modelo para iniciativas futuras com
outras espécies ameacadas, promovendo a conservagdo e a valorizagdo da biodiversidade vegetal do
semiarido brasileiro

O estabelecimento in vitro de Melocactus brederooianus mostrou-se uma estratégia biotecnologica
altamente vidvel e promissora para a conservacao ex sifu desta cactacea ameacada de extingao. O protocolo
de desinfestacdo superficial adotado foi plenamente eficaz no controle de contaminantes exdgenos e
enddgenos, garantindo a introdugdo asséptica das sementes. Ademais, o uso do meio de cultura MS,
associado ao controle rigoroso das varidveis abioticas (luz e temperatura), proporcionou taxas expressivas
de germinag¢do e um desenvolvimento inicial vigoroso das plantulas, evidenciando a auséncia de dorméncia
tegumentar na espécie.

Contudo, os desafios operacionais observados — como a sensibilidade do meio a contaminagdes,
a exigéncia de infraestrutura laboratorial de alto custo e a necessidade de mdo de obra com elevado
treinamento técnico — reforcam a complexidade da cultura de tecidos vegetais. Superados esses
gargalos iniciais, os resultados obtidos pelo LACIP/INSA preenchem uma lacuna importante na
literatura cientifica sobre a espécie e servem como protocolo base para futuras etapas de multiplicacao,
enraizamento e posterior aclimatizagdo, visando a salvaguarda genética e programas de reintrodugao do
taxon no semiarido brasileiro.

CONCLUSOES

- A técnica biotecnoldgica utilizada sugere que a espécie ndo apresenta dorméncia, o que facilita sua
propagacao;

- O protocolo de desinfestagdo superficial adotado foi plenamente eficaz no controle de contaminantes
exogenos e enddgenos, garantindo a introducdo asséptica das sementes.;

- O uso do meio de cultura MS, associado ao controle rigoroso das varidveis abioticas (luz e temperatura),
proporcionou taxas expressivas de germinagdo e um desenvolvimento inicial vigoroso das plantulas,
evidenciando a auséncia de dorméncia tegumentar na espécie.
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