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A palma forrageira (Opuntia spp.) é uma espécie de planta bem adaptada a ambientes com escassez de
agua, em virtude de adaptacdes morfofisioldgicas, além de ser uma 6tima opcdo de forragem na época
seca. O objetivo do trabalho foi estabelecer a melhor concentracdo de BA que induz brotos in vitro de
palma forrageira, variedades F-24 (O. atropes) e F-21 (N. cochenillifera). Os explantes foram cultivados
em meio de cultura MS, contendo 30 g L™ de sacarose, suplementado com concentracdes de BA (0; 0,5;
1,1; 2,2; 4,4; 8,8 uM) e AIA (0,6 uM), solidificado com 0,8% de agar, pH 5,85. Os mesmos foram
mantidos em condicdes controladas de 25 + 2 °C, PAR 30 pmol m™ s™ e fotoperiodo de 16 horas de luz e
8 horas de escuro. A porcentagem de brotacdo foi feita aos 30 e 60 dias apds a inoculacdo. Os resultados
indicam variabilidade de respostas entre os genétipos as concentracdes de BA. A resposta a presenca de
BA na percentagem de brotacdo seguiu uma curva sigmoide. Onde o ponto de maxima eficiéncia (PME),
aos 30 dias foi 3,7 UM BA para a variedade F-24, e 4,5 uM BA para a F-21. Com porcentagem de
brotacdo de 58% (F-24) e 21% (F-21). Aos 60 dias PME foi 4,1 uM BA para a variedade F-24, com 85%
de brotacdo. O gen6tipo F-21 apresentou significativa oxidagdo nos explantes, o que impossibilitou o seu
crescimento ap6s 30 dias de cultivo. Sendo assim, recomenda-se a troca do meio de cultura a cada 30
dias, para evitar a oxidagdo dos mesmos. As concentracdes de BA mais efetivas na indugdo de brotacdo
nos genétipos de palma foram 3,7 UM para variedade F-24, e 4,5 UM para variedade F-21. No entanto,
devido a alta oxidacdo e baixa porcentagem de brotacdo novos ensaios sdo necessarios, inclusive, com o
uso de antioxidantes.

Palavras-chave: citocinina, cultura de tecidos, inducdo de brotos, micropropagacao
Effect of benzyladenine on the regeneration of two varieties of cactus pear (Opuntia spp.)

The cactus pear (Opuntia spp.) is a plant species well adapted to environments with water shortages, due
to morphological and physiological adaptations, besides being a great choice of fodder in the dry season.
The aim of the study was to establish the optimal concentration of BA to induce shoots in vitro forage
cactus varieties F-24 (O. atropes) and F-21 (N. cochenillifera). The explants were cultured on MS
medium containing 30 g L™ sucrose, supplemented with concentrations of BA (0, 0.5, 1.1, 2.2, 4.4, 8.8
pUM) and IAA (0.6 uM), solidified with 0.8% agar, pH 5.85. They were kept under controlled conditions
of 25 + 2 °C PAR 30 pmol m? s™* and a photoperiod of 16 hours light and 8 hours of dark. The sprouting
was performed at 30 and 60 days after inoculation. The results indicate variability in responses between
the genotypes at concentrations of BA. The response to the presence of BA in the percentage of sprouting
followed a sigmoid curve. Where the point of maximum efficiency (SME) at 30 days was 3.7 uM BA for
variety F-24, and 4.5 uM BA for the F-21. With sprouting percentage of 58% (F-24) and 21% (F-21).
SMEs at 60 days was 4.1 uM BA for variety F-24, with 85% sprouting. The F-21 genotype showed
significant oxidation in the explants, which prevented its growth after 30 days of cultivation. As well it is
recommended to exchange the culture medium every 30 days to prevent oxidation thereof. The
concentrations of BA more effective in inducing sprouting palm genotypes were 3.7 UM range for F-24,
and 4.5 uM for F-21 variety. However, due to the high oxidation and low percentage of sprouting new
tests are required, including the use of antioxidants.
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1. INTRODUCAO

As regides aridas e semidridas sdo caracterizadas por seu regime de precipitacdo anual, que
variam, respectivamente de 60-100 mm a 150-250 mm e 150-250 mm a 250-500 mm, e pela
irregularidade da distribuicdo das chuvas, que sdo varidveis, infrequentes, discretos,
imprevisiveis e aleatérios. Essas regides frequentemente apresentam déficit hidrico prolongado
do solo o que causa sérios prejuizos ao setor agropecuario™* %°.

A regido semiarida brasileira é caracterizada por duas estacGes do ano bem definidas: estacéo
seca (agosto-fevereiro) e estagdo chuvosa (marco-julho). Na época chuvosa a quantidade de
forragem para os animais é em quantidade e qualidade apreciaveis. Entretanto na época seca a
quantidade e qualidade de forragem sdo deficientes de modo que é necessario que o0s criadores e
produtores de gado busquem alternativas e/ou estratégias para suprirem a caréncia alimentar de
seus rebanhos®.

Apesar das técnicas disponiveis aos produtores para convivéncia na época seca, cOmo a
conservacdo de forragens na época chuvosa, através da fenacdo e silagem, muitos deles ndo
conhecem ou ndo praticam. Assim sendo, o desenvolvimento de variedades de plantas e/ou a
implantagcdo de espécies que sejam resistentes ou adaptadas aos periodos de déficit hidrico é
imprescindivel.

A palma forrageira (Opuntia spp.) é uma planta bem adaptada a ambientes com escassez de
agua, em virtude de adaptaces morfofisioldgicas. As mesmas possuem 0 mecanismo
fotossintético, conhecido como acido das crassulaceas (CAM), que absorve o CO; no periodo
noturno e fixa-o em oxalacetato, e depois em malato e/ou aspartato, que serdo transformados em
carboidratos pelo ciclo de Calvin durante o dia. Por abrir seus estdmatos a noite (temperatura
baixa e alta umidade) e fechando-os durante o dia (temperatura elevada e baixa umidade) evita a
perda de 4gua e com alta eficiéncia no uso da agua®.

Além disso, as raizes dessa espécie ficam proximas a superficie do solo (10-20 cm) adaptadas
a absorver agua de pequenas precipitacBes e até orvalho. Na época seca suas raizes morrem, e
no retorno de pequena umidade do solo, as mesmas se renovam em uma velocidade de
crescimento surpreendente®®. Outras adaptagbes morfoldgicas como presenca de espinhos e
gloquideos sdo Uteis contra a perda de agua.

Por todos esses mecanismos adaptativos a palma forrageira (Opuntia spp.) é uma cultura
muito importante para a regido semiarida brasileira, servindo de alimentacdo animal no periodo
de estiagem. A palma além de ser um alimento volumoso suculento é, dentre as forrageiras
disponiveis na regido, a que possui a maior capacidade de producdo de matéria fresca, e ndo
precisa ser armazenada como silagem ou feno, mantendo seu valor nutritivo durante todo o
periodo de estiagem?.

A composicdo quimica da palma, com alto conteldo de agua, minerais e carboidratos
soluveis, vitaminas, elevada digestibilidade e baixos teores de matéria seca, fibra bruta,
proteinas e fésforo, que corrigidos com adicdo de alimentos fibrosos e proteicos, serve como
excelente alimento aos animais, principalmente na época seca, onde héa escassez de forragem?.

O potencial significativo desta cultura para contribuir no desenvolvimento das zonas
semidaridas, é inegavel, sobretudo, onde a exploracdo racional e econbmica de suas espécies
ajudaré na conservacio do meio ambiente e seguranca alimentar dos rebanhos”.

Nos Gltimos anos a cochonilha do carmim (Dactylopius opuntiae), que anteriormente ocorria
em cactos nativos, se transformou em praga muito agressiva que limita o cultivo da palma
forrageira no Nordeste. Esta praga estd inviabilizando praticamente toda a pecuaria bovina,
caprina e ovina, provocando grandes prejuizos econdmicos na cadeia produtiva do leite e carne
nessas regides. Este inseto, no ato da alimentacdo inocula toxinas, que provoca 0
amarelecimento, a queda das raquetes e, nos casos mais severos, a morte da planta®’.

O Instituto Agronémico de Pernambuco-IPA vem desenvolvendo um programa de
melhoramento genético na espécie visando obter materiais com alta producdo e resistentes a
praga da cochonilha do carmim, com varias variedades ja desenvolvidas, a exemplo da
variedade F-24 e F-21%%, No entanto, como esses gen6tipos tem o crescimento lento, estratégias
de multiplicag&o in vitro € uma solucao para propagar mudas em quantidade suficiente a curto e
médio prazo.
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A micropropagacdo do género Opuntia comegou hd 50 anos e tem centrado esfor¢os na
regeneracdo de plantas através de organogénese de calos e formagao de gemas axilares® & " **
Durante muitos anos temos focado no estabelecimento de protocolos de propagacdo das
espécies de Opuntia spp. para utilizagdo comercial, através da proliferagdo dos brotos axilares®.
Essa técnica fornece individuos uniformes e livres de agentes patogénicos usados para
estabelecer plantacbes comerciais, além de permitir a combinacdo entre genotipos através da
técnica de microenxertia permitindo acelerar o crescimento das plantas’.

A palma forrageira (Opuntia spp.) tem uma ampla resposta aos reguladores de crescimento
utilizados na micropropagacdo. As auxinas e as citocininas sdo as classes de reguladores de
crescimento mais utilizadas nos cultivos in vitro, e a interacdo entre essas duas substancias no
meio de cultivo, induz a formac#o de raizes e parte aérea nos explantes®,

A resposta dos explantes ao cultivo in vitro varia com o tipo de regulador de crescimento
utilizado, sua concentragdo, combinacdo com outros reguladores de crescimento (giberelinas),
meios de cultivo utilizados, pH do meio, posicdo do explante no meio de cultura; além da
diferenca entre espécies, variedades, idade e estado fisiolégico do material utilizado como
doador dos explantes; e tratamento utilizado para desinfestacdo do material®.

Assim, o objetivo do trabalho foi estabelecer a melhor concentragdo de BA (benziladenina)
para a inducdo de organogénese in vitro de palma forrageira nas variedades F-24 (Opuntia
atropes Rose) e F-21 (Nopalea cochenillifera Salm Dyck).

2. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido no Departamento de Fitotecnia, no Laboratério de Biotecnologia
Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba. Para o ensaio
foram utilizados cladddios de duas variedades de palma forrageira F-24 (Opuntia atropes Rose)
e F-21 (Nopalea cochenillifera Salm Dyck).

Os cladddios maduros foram coletados do banco de germoplasma do Instituto Agronémico
de Pernambuco-IPA, da estacdo experimental situada na cidade de Arcoverde-PE.

No laboratério os cladddios foram lavados com detergente neutro na concentracdo (1:1) e
agua corrente, para descontaminacdo inicial. Em seguida, foram desinfestados com hipoclorito
de sodio a 1%, durante 15 minutos; apds a desinfestacdo foram lavados com agua destilada. Os
cladddios foram colocados diretamente em uma cdmara incubadora tipo B.O.D., na temperatura
de 30,6°C, para inducéo de brotacGes.

Em cdmara de fluxo laminar, as brotagBes emitidas, com aproximadamente 10 cm de
comprimento, foram retiradas e imersas em solucdo contendo hipoclorito de sodio 1% + 10
gotas de Tween® 20, por 15 minutos e/ou hipoclorito de sédio 1% + cloreto de mercurio 0,2%;
por 10 minutos. Os explantes foram excisados dos brotos na forma de retdngulo, com
aproximadamente 1 (um) cm? contendo as auréolas.

Os explantes foram cultivados em meio de cultura MS*® contendo 30 g L™ de sacarose,
suplementado com seis concentragdes de BA (benziladenina) (0; 0,5; 1,1; 2,2; 4,4; 8,8 uM) e
AlA (acido indolacético) (0,6 uM), gelificado com 0,8% de agar e pH ajustado para 5,85. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento em condicGes controladas de temperatura 25 +
2 °C, sob luz fluorescente com intensidade de 30 umol m?s™ e fotoperiodo de 16 horas de luz e
8 horas de escuro. As avalia¢Ges da porcentagem de brotacdo foram realizadas aos 30 dias e 60
dias apos a inoculagao.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso em esquema fatorial, 2 x 6 (duas
variedades x 6 concentracfes de BA), com trés repeti¢cbes. A repeticdo consistiu de um frasco
contendo cinco explantes. Os dados foram analisados estatisticamente com base na analise de
tendéncia das médias por meio de curvas ajustadas por regressdo polinomial utilizando o
programa da Microsoft Office® 2010.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra o efeito do BA (benziladenina) na porcentagem de brotagdes nas duas
variedades de palma forrageira (Opuntia spp.) ap6s 30 dias de cultivo. Os resultados indicam
uma variabilidade de respostas entre os genétipos de palma e as concentragdes de BA utilizadas
para o crescimento dos brotos. No entanto, os mesmos foram responsivos a presenca de BA,
onde a resposta seguiu uma tendéncia de curva sigmoéide, onde com o aumento da concentragao
de BA, aumenta-se a percentagem de brotacgdo, até uma concentracdo 6tima. Apos esse ponto ha
uma tendéncia de decréscimo na percentagem de resposta a inducdo de brotacdo. Resultados
semelhantes foram descritos por Garcia-Saucedo et al.”* e Mohamed-Yasseen et AL. %estudando
a espécie O. ficus indica.

O ponto de méaxima eficiéncia da curva (melhor concentracdo de BA), para a inducdo de
brotacdo aos 30 dias foi 3,7 UM BA para a variedade F-24, e 4,5 UM BA para a variedade F-21.
Com estimativa de porcentagem de brotacdo de 58% (F-24) e 21% (F-21) (Figura 1). Aos 60
dias o ponto de méxima eficiéncia da curva foi 4,1 uM BA para a variedade F-24, com
estimativa de porcentagem de brotagdo de 85% (Figura 2).

O gendtipo F-21 apresentou significativa oxidacdo, o que impossibilitou o seu crescimento
apo6s 30 dias. A oxidacdo ocorreu devido a liberagdo de compostos fendlicos, pelo tecido
injuriado. Esses polifendis e produtos de oxidagdo estdo presentes em grandes quantidades nos
tecidos da Opuntia spp. e podem modificar a composi¢cdo quimica do meio de cultivo e a
absorcdo de nutrientes e substancias necessarias ao crescimento, além de provocar a oxidacao e
morte celular'® *. Assim sendo, recomenda-se a troca do meio de cultura a cada 30 dias de
cultivo dos explantes, para evitar a oxidacdo dos mesmos.

A baixa porcentagem de brotacdo do genétipo F-21 aos 30 dias e a alta oxidacdo observada
apo6s esse periodo, influenciaram o estabelecimento e multiplicacdo das culturas. Paz &
Silveira® estudando outros genétipos de palma forrageira (Opuntia ficus indica), genétipos V-
11 e V-21, relataram que 100% dos explantes apresentaram alta taxa de oxida¢do sem formacao
de brotagdes adventicias. Os mesmos sugerem que a alta taxa de explantes sem
desenvolvimento esta associada a perda de vigor juntamente com a producdo de substancias
fendlicas ou a outros fatores, como habituacdo ou maturidade dos explantes.

De fato, em plantios experimentais de palma forrageira do Instituto Agronémico de
Pernambuco-IPA, observa-se que algumas variedades possuem mecanismos de dorméncia
fisioldgica, induzidos na época seca, provavelmente uma adaptacdo aos ambientes onde as
mesmas sao cultivadas. Esses cladddios quando destacados da planta mée e plantados ndo se
desenvolvem, a menos que condi¢des favoraveis de umidade do solo e temperatura estejam
satisfatorias (dados ndo publicados).

Além disso, alguns explantes utilizados neste trabalho eram menores que 1 cm?, isso pode ter
influenciado em sua resposta aos meios de crescimento. Estrada-Luna et al.® relatam que
explantes menores que 1 cm? paralisam o crescimento e ndo respondem aos meios de cultura ou
morrem depois de varios dias, e em termos de taxas de propagacdo do sistema representam uma
reducdo consideravel.

Na literatura resultados semelhantes para a concentracdo mais promissora da inducgdo de
brotagdo em palma forrageira tem sido reportados. Vasconcelos et al.® estudando o
estabelecimento de Nopalea cochenillifera, variedade milda, onde foi observada que a presenca
de 4,5 uM de BAP e 0,6 uM de AIA, induziu o maior nimero de brotagdes e menor indice de
necrose.

Estudando o estabelecimento de dez variedades de Opuntia ficus indica, variedades Gigante,
IPA-20, F-2, F-4, F-7, F-8, F-15, F-17, Redonda e F-25, Frota et al.® verificaram diferencas na
regeneracao entre os clones e meios de inducéo testados e que a concentracdo 4,4 UM de BAP
proporcionou as melhores médias da proliferagdo de brotos para os 10 gendtipos, em média
50%. Estrada-Luna et al.® estudando a micropropagacdo de Opuntia lanigera relataram que a
concentragdo que mais induziu brotacdo nos explantes foi 5,0 uM de BA.
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Apesar dos resultados obtidos no presente trabalho serem proximos aos relatados por alguns
pesquisadores, a diversidade de respostas da palma forrageira aos tratamentos com citocininas
s&o variados. Zoghlami et al.*® estudando a estabilidade a longo prazo de micropropéagulos de
Opuntia ficus indica, cultivar Gialla, para conservagdo in vitro, estabeleceram que a
concentracgdo de 2,2 uM de BAP foi a que proporcionou 100% de regeneracdo. Llamoca-Zarate
et al.”® estudando o estabelecimento de cultura de suspensdo de calos em Opuntia ficus indica,
variedade Gigante, estabeleceram que a melhor combinacdo das concentragdes para induzir o
crescimento 6timo dos calos foram 0,9 uM de BAP e 2,3 uM de &cido 2,4 diclorofenoxiacético,
com 60% de viabilidade das células.

Trabalhando com a Opuntia ficus indica, variedades Gigante, IPA-20, F-2, F-4, F-7, F-8, F-
15, F-17, Redonda e F-25, Frota et al. ° verificaram diferencas nas brotacdes entre os clones e
meios de inducgdo testados e concluiram que a combinacdo das concentragdes 8,9 UM de BAP e
1,4 uM de AIA induziram a maior percentagem de brotacdo entre os clones (89%). Garcia-
Saucedo et al." estudando a regeneracéo de trés genétipos de Opuntia ficus indica, Blanco sin
Espina, Milpa Alta e Villa Nueva, observaram que a concentracdo de 0,5 UM de BA induziu a
maior formacdo de brotos e que o aumento da concentracdo de BA reduziram as brotacdes.
Além disso, os autores também relataram a diferenca existente entre os genétipos quanto a
resposta as concentracdes de BA. Mohamed-Yasseen et al.” estudando O. ficus indica na fase
de estabelecimento observaram maior inducdo de brotacfes na presenca de 8,8 UM de BA e 0,5
UM de ANA.

Apesar da maioria das pesquisas de propagacdo in vitro serem com O. ficus indica, existem
estudos com outras espécies. Juarez & Passera [14] trabalhando com Opuntia ellisiana
relataram 100% de regeneracdo na presenca de 10 pM de BAP e 10 uM de IBA. Escobar et al.’
observaram que 100% dos explantes de Opuntia amyclaea, cultivar Copena-5, regeneraram com
10 uM de BAP.

A diversidade de respostas da palma forrageira aos tratamentos com citocininas é variada e
depende do regulador de crescimento utilizado, sua concentragdo, combinacdo com outros
reguladores de crescimento, meios de cultivo utilizados, pH do meio, posicdo do explante no
meio de cultura, diferenca entre espécies e variedades, idade e estado fisiologico do material
utilizado como doador dos explantes; e tratamento utilizado para desinfestacdo do material, uso
de antioxidantes etc?®. Assim sendo, o estabelecimento de concentracdes de BA para a inducio
de brotacdo para cada espécie e/ou variedade se faz necessaria.

Estudos futuros sobre o uso de antioxidantes e outras combinacBes de reguladores de
crescimento deverdo ser conduzidos para minimizar a baixa percentagem de brotacdo e a alta
oxidacdo observadas nesse trabalho.
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Figura 1: Efeito do BA (benziladenina) na porcentagem de brotacdo “in vitro” de palma forrageira
variedades F-24 (Opuntia atropes) e F-21 (Nopalea cochenillifera), apés 30 dias de
incubacéo em sala de crescimento. * Os pontos representam média de trés repeticdes, cada
repeticdo continham 5 explantes
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Figura 2: Efeito do BA (benziladenina) na porcentagem de brotacdo “in vitro” de palma forrageira
variedades F-24 (Opuntia atropes), ap6s 30 e 60 dias de incubac@o em sala de crescimento.
*QOs pontos representam média de trés repeticdes, cada repeticdo continham 5 explantes

4. CONCLUSOES

As concentracGes de BA mais efetivas na indugdo de brotacdo nos gendtipos de palma foram
3,7 UM para variedade F-24 (O. atropes), e 4,5 UM para variedade F-21 (N. cochenillifera).
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