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RESUMO: Arthrocerens glaziovii ¢ uma cactacea nativa brasileira, com ocorréncia restrita em afloramentos
rochosos. A espécie corre risco de extingdo e apresenta elevada demanda para a recuperaciao de areas
degradadas da Fitofisionomia Campo Rupestre Ferruginoso. O objetivo desse trabalho foi estabelecer um
protocolo para a micropropagacio de A. glaziovii, testando a assepsia seminal conforme diferentes tempos de
exposicio ao cloro ativo e a multiplicagdo 7z vifro sob diferentes fontes de carbono, meio de cultivo, posi¢Ges
de seccionamento do explante e presenca ou auséncia de luminosidade. Os experimentos foram conduzidos
na fase de inoculagio e multiplica¢do. A assepsia apresentou os melhores resultados no tempo de 5 minutos
de exposi¢ao ao cloro ativo. Quanto a fonte de carboidrato, a presenca de sacarose favoreceu o crescimento
da parte aérea das plantas. As posi¢cdes de seccionamento mediana e superior favoreceram o surgimento de
raizes e brotos, enquanto que a posicio inferior favoreceu apenas a formagao de brotos, e a presenca de
luminosidade resultou nas melhores respostas. A metodologia adotada na aclimatizagdo foi excelente, com
96% de sobrevivéncia das plantas.

Palavras-chave: cultivo 7z vitro; Canga; Cactaceae; espécie endémica.

Micropropagation of Arthrocereus glaziovii (K.Schum.) N.P.Taylor &
Zappi: an endangered species of Rupestrian Ferruginous Fields
Fitophysionomy

Abstract: Arthrocerens glaziovii is a native Brazilian cactus, restricted to rocky outcrops. The species is at risk
of extinction and has high potential for restoration of degraded areas of the Rupestrian Ferruginous Fields
Phytophysiognomy. The objective of this study was to establish a micropropagation protocol for A. glaziovii,
testing seed exposure to active chlorine at various times, iz vifro multiplication under different carbon sources,
and the effects of growing medium, explant sectioning positions, and the presence or absence of light. The
experiments were conducted in the introduction and multiplication stages. The asepsis presented the best
results at 5 minutes of exposure to chlorine. Regarding the carbon source, the presence of sucrose favored
the growth of the aerial parts of the plants. The median and upper sectioning positions favored the emergence
of roots and shoots, while the lower position favored only shoot formation. The presence of light resulted in
the best responses. The acclimatization methodology employed was effective, resulting in a 96% survival rate
among the plants.

Keywords: in vitro culture; Canga; Cactaceae; endemic species.
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1. INTRODUCAO

Arthrocerens glaziovii (K. Schum.) NPTaylor & Zappi é uma
cactacea brasileira, endémica do estado de Minas Gerais e de
ocorréncia exclusiva em afloramentos hematiticos (canga),
cujo ambiente possui diferentes micro-habitats, dentro de
fitofisionomias  distintas, variando desde formacdoes
campestres até formacoes florestais (SKIRYCZ et al., 2014).
A espécie estd categorizada como em perigo de extingdo
(ZAPPL; TAYLOR, 2024).

Os recursos que fazem parte da estratégia reprodutiva da
espécie, como néctar, polen e frutos, sio consumidos por
diversos animais como abelhas, mariposas, besouros, vespas,

formigas, gafanhotos, beija-flores, morcegos, passaros, entre
outros. Isso auxilia na polinizacdo entre os individuos e na
dispersio das sementes e propagulos da espécie
(JUNGHANS; SOUZA, 2009; NYFFELER; EGGLI, 2010;
ZAPPI; TAYLOR, 2024).

Apresenta adaptagSes em condiges de estresse hidrico,
solos acidos e pobres em nutrientes, alto teor de metais
pesados e aluminio, alta concentracio de ferro oxidado,
grandes amplitudes térmicas didrias e incidéncia frequente de
fogo. Contudo, ha constante pressio por meio de a¢odes
antropicas, sobre as populagoes restantes (normalmente
muito pequenas), com tendéncia de decréscimo. Existe
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também a pressdo da expansao urbana, com efeito sobre seus
polinizadores e dispersores, o que pode fragilizar a
manutencdo natural da espécie (JACOBI et al, 2007,
LOPEZ; VALDIVIA, 2007).

Em complemento a importancia ecoldgica, A. glaziovii
também ¢ considerada uma espécie com potencial para ser
usada na recuperagiao dos Campos Rupestres Ferruginosos,
logo, o processo de produgao de mudas se torna importante,
visando aplicagdes relacionadas a recupera¢io/restauragio
de areas degradadas. Ademais, as sementes dessa espécie sio
classificadas como fotoblasticas positivas, apresentando
germinac¢do lenta e irregular na faixa 6tima de 20 a 30 °C, o
que pode dificultar o processo de producio de mudas
seminais. Dessa forma, a micropropagacio se constitui como
uma importante ferramenta para se obter maior quantidade e
uniformidade em relagdo a producio de mudas (SKIRYCZ
et al,, 2014; GOETTSCH et al,, 2015).

A micropropagagdio ¢ wuma alternativa para a
multiplicacio e conservagio de recutrsos genéticos quando a
utilizacdo de sementes ¢ dificultada, pois a técnica permite
obter milhares de plantas em area reduzida a partir de poucos
tecidos meristematicos, com uma menor incidéncia de
doengas, independentemente do clima e da época do ano
(THAKUR; KARNOSKY, 2007; LEITE et al., 2024).

O sucesso da micropropagacio depende de uma série de
fatores, dentre os quais estdo os componentes nutricionais do
meio, fitorreguladores empregados, fatores genéticos,
contaminac¢do por microrganismos e periodo de cultivo 7
vitro, que sdo alguns dos mais importantes (BARBOSA et al,,
2021; SILVA et al, 2021). A fonte de catboidrato é um
componente do meio de cultura que afeta diretamente o
crescimento, sendo necessaria para atividades metabdlicas e
a varios processos que envolvem o crescimento celular. Cada
planta possui exigéncia especifica e, conhecé-la, pode-se
fornecer melhores respostas motfofisiologicas ao longo do
cultivo (LEIFERT et al., 1995; BARBOSA et al., 2021).

Assim como as condi¢des nutricionais, a iluminacio
empregada no cultivo iz vifro também pode resultar em
diferentes respostas, a depender do espectro luminoso e da
intensidade utilizada, ou até mesmo da auséncia, uma vez que
regulam o crescimento vegetal atuando na fisiologia do
explante in vitro HUNG et al., 2015). Outro fator que pode
afetar o cultivo 7 witro é a posicao dos tecidos, pois a
concentracao de reguladores endogenos induz as diferentes
respostas morfogénicas, seja 0 maior nimero de brotos, de
alongamento, ou até, o enraizamento dos tecidos (ABO EL-
ENIEN; OMAR, 2018; ESQUIVEL et al., 2024).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um
protocolo para a micropropagaciao de Arthrocerens glaziovii,
visando o estabelecimento e a multiplicacdo i vitro sob
tempos de exposicio ao cloro ativo, fontes de carbono, meio
de cultivo, posicao do explante e efeito da luminosidade.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Origem do material vegetal

Foram utilizadas sementes de plantas selvagens de
Arthrocerens  glaziovii  coletadas no Campo Rupestre
Ferruginoso, na Unidade de Pesquisa e Inovagdo pertencente
a Gerdau, localizada em Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil
(Registro SisGen: ACF88E2 e A3E1127).

2.2. Germinagao in vitro
As sementes foram lavadas em 4agua corrente por cinco
minutos, em seguida, imersas em solucdo de hipoclorito de

s6dio (NaOCI) na concentracio de cloro ativo de 2,0-2,5%
(v/v) Clarix®, durante 5, 10 e 15 minutos. Transcorrido o
tempo de imersdo, as sementes foram lavadas em agua
deionizada e autoclavadas, por cinco vezes, sendo inoculadas
sob condi¢bes assépticas em tubos de ensaio (25 X 150 mm)
contendo 10 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962).

O meio de cultura foi suplementado com 30 g L1 de
sacarose (Synth Ltda), 6 g L' de 4gar (Merck S.A.) ¢ 0,05 g L~
! de carvio ativado (Synth Ltda). O pH do meio de cultura
foi ajustado para 5,8 £ 0,05 previamente a adi¢do do agar. A
autoclavagem do meio de cultura foi realizada a temperatura
de 121°C e pressio de 1,0 kgf cm2, durante 20 minutos.

As sementes foram cultivadas em sala de crescimento a
uma temperatura de 24 = 1°C, fotoperiodo de 16 horas e
irradidncia de 40 pmol m? s, quantificada por radiémetro
(LI-COR®, LI-250A Light Metet) em limpada fluorescente
branca fria. Aos 30 dias, foram avaliadas a porcentagem de
germinacdo, a oxidacdo de tecidos e a contaminac¢io fingica
e/ou bacteriana.

2.3. Multiplicagio in vitro

As plantulas consideradas estabelecidas na fase de
germinacao zx vitro foram segmentadas e padronizadas em 0,5
cm de comprimento e inoculadas em tubos de ensaio (25 X
150 mm) contendo 10 mL do meio de cultura MS,
suplementado com 30 g L' de sacarose, 6 g L1 de 4agar, 0,5
mg L1 de 6-benzilaminopurina (BAP — Sigma®) e 0,05 mg
L1 de 4cido a-naftalenoacético (ANA — Sigma®), variando
de acordo com cada experimento, com subcultivos realizados
a cada 30 dias. Foram realizados trés experimentos durante a
fase de multiplicagdo ## vitro, sendo:

2.3.1. Efeito do meio de cultura e concentragio de BAP

O primeiro experimento foi conduzido em sistema
bifatorial (2x2), avaliando dois meios de cultura MS (30 g 1.1
de sacarose), WPM (20 g L' de sacarose) (LLOYD;
MCCOWN, 1980) e duas concentracdes de BAP, 0,5 e 1,0
mg L1, totalizando quatro tratamentos com 15 repeti¢oes. O
meio de cultura de todos os tratamentos foi suplementado
com 0,05 mg L' de ANA. O subcultivo foi realizado a cada
40 dias e aos 85 dias foram avaliados: porcentagem de
sobrevivéncia, nimero de brotaches, nimero de raizes e
comprimento da parte aérea (mm).

2.3.2. Efeito da fonte de carboidrato

O segundo experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, avaliando duas fontes de
carboidrato (15 g L' de sacarose e 15 g L de glicose), em
que cada tratamento foi utilizado em 38 repeticdes. Foi
utilizado o meio WPM, suplementado com 6 g L' de 4gar,
200 mg L' de carvao ativado, 0,5 mg L1 de BAP e 0,05 mg
L1 de ANA. O subcultivo foi realizado a cada 40 dias e aos
54 dias, foram avaliados a porcentagem de sobrevivéncia, o
numero de brotagdes, o numero de rafzes e o comprimento
da parte aérea (mm).

2.3.3. Efeito da fonte de carboidrato, presenca de
luminosidade e posi¢io do explante

O terceito experimento foi conduzido em sistema
trifatorial (2x2x3), avaliando duas fontes de carboidrato (15 g
L1 de sacarose e 15 g I'! de glicose), presenca e auséncia de
luminosidade e trés posi¢bes de seccionamento do explante
(basal, mediana e superior), totalizando 12 tratamentos com
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cinco repeticbes de cada tratamento. O meio de cultura
utilizado foi o WPM, suplementado com 6 g L' de agar, 200
mg 11 de catvio ativado, 1 mg L' de BAP e 0,10 mg L' de
ANA. O subcultivo foi realizado a cada 40 dias e ap6s 54 dias
foi avaliado, porcentagem de sobrevivéncia, numero de
brotagdes, numero de rafzes e comprimento da maior raiz
(mm).

2.4. Aclimatizagao

As plantulas enraizadas zz vitro foram plantadas em copos
de polietileno contendo substrato comercial a base de casca
de Pinus decomposta e vermiculita fina na proporcio 1:1
v/v, os quais foram vedados com plistico filme, formando
um sistema mini-estufim com adaptagdes (LEITE et al,
2024). Aos sete dias, o plastico foi removido totalmente e,
aos 28 dias, foi avaliada a sobrevivéncia das plantas.

2.5. Analise de dados

Em todos os experimentos, os dados foram submetidos
ao teste de Shapiro-Wilk (P > 0,05), para verificagio de
normalidade, ao teste de Bartlett (P > 0,05), para avaliar a
homogeneidade de varidncia, e ao teste Box-Cox, para
transformacio de dados. Tais dados foram submetidos a
analise de varidancia (ANOVA, P < 0,05) e os valores médios
foram submetidos a analise de comparacdo de médias pelo
teste de Tukey (P < 0,05). Para a varidvel sobrevivéncia foi
feita andlise descritiva. Foram utilizados os soffwares R (R
CORE TEAM, 2022) e RStudio com auxilio dos pacotes
easyanova (ARNHOLD, 2013).

3. RESULTADOS

Nio houve diferenca entre os tratamentos na fase de
estabelecimento zz vitro das sementes. Apenas o tratamento
com 5 minutos de exposi¢io apresentou contaminacio
fangica, resultando na morte de uma semente inoculada,
representando menos de 0,5% de contaminagao.

No primeiro experimento de multiplicagdo (2.3.1), foi
testado o efeito dos meios de cultura WPM e MS em duas
concentragdes de BAP (0,5 ¢ 1,0 mg L!) a fim de observar
diferentes respostas morfogénicas. Das variaveis avaliadas,
apenas o numero de raizes (Figura 1) foi significativo, sendo
que os maiores valores foram observados para 0,5 mg L' de
BAP. Além disso, nessa mesma concentracio, o meio de
cultura MS diferiu do meio WPM, mostrando maior média
no numero de raizes.
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Figura 1. Valores médios do nimero de rafzes de explantes de
Arthrocerens glaziovii em relagio ao meio de cultura (MS e WPM) e
concentragdes de BAP (0,5 e 1,0 mg L-1). Valores médios seguidos
pela mesma letra maidscula na concentracio de BAP e pela letra
mindscula do meio de cultivo utilizado ndo diferem entre si. As
barras representam o erro padrao da amostra.

Figure 1. Mean values of the number of roots of Arthrocereus glaziovii
explants about the culture medium (MS and WPM) and BAP
concentrations (0.5 and 1.0 mg L-1). Mean values followed by the
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same uppercase letter for BAP concentration and a lowercase letter
for culture medium used do not differ from each other. Bars
represent the sample standard error.

No segundo experimento de multiplicagio, foram
testadas duas fontes de carboidrato (sacarose e glicose) no
meio de cultura. Dentre as variaveis estudadas, somente o
comprimento da parte aérea apresentou diferenga entre os
tratamentos, sendo o meio de cultura suplementado com
sacarose o que apresentou a maior média (Figura 2).
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Figura 2. Valores médios do comprimento da parte aérea (cm) de
explantes de Arthrocerens glaziovii em relacio a fonte de carboidrato
(15 g L' de sacarose e 15 g L1 de glicose). Valores médios seguidos
por mesma letra nao diferem entre si. As barras representam o erro
padrao da amostra.

Figure 2. Mean values of shoot length (cm) of Arthrocerens glaziovii
explants about the carbon source (15 g L1 of sucrose and 15 g L1
of glucose). Mean values followed by the same letter do not differ
from each other. Bars represent the sample standard etror.

No terceiro experimento de multiplicagdo, foram testadas
duas fontes de carboidrato (sacarose e glicose), presenca e
auséncia de luminosidade e trés posi¢des de seccionamento
do explante (basal, mediana e superior). Dentre as variaveis
avaliadas, trés apresentaram resultados significativos entre os
tratamentos, sendo elas o comprimento da maior raiz, o
nimero de raizes e o nimero de brotaces (Figuras 3A, 3B e
30).

Para a variavel o comprimento da maior raiz, os maiores
valores foram observados para explantes da por¢do mediana
e superior considerando o uso de glicose e na presenca de
luminosidade (Figura 3A). Para a variavel nimero de rafzes,
também nos tratamentos com uso de glicose e na presenca
de luminosidade, foi possivel observar maior nimero de
raizes, com destaque ao explante da por¢ao superior (Figura
3B).

A luminosidade favoreceu o numero de brotacdes,
porém, as porcoes inferiores e mediana produziram maior
nimero de brotagdes, com a por¢io mediana se destacando
na presenca de sacarose (Figura 3C). A aclimatizagio se
mostrou eficiente com o uso do sistema de mini-estufim,
onde houve 96% de sobrevivéncia das plantas aclimatizadas
com a presenca de raizes (Figuras 4A-D).

4. DISCUSSAO

As espécies vegetais possuem diversas estratégias de
sobrevivéncia e propagacio. Enquanto umas investem em
quantidade de sementes, o que em alguns casos com baixa
viabilidade, outras produzem pequenas quantidades,
contudo, com alta viabilidade e percentual de germinacio
(LEITE et al., 2024).
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Figura 3. Caractetisticas de explantes de Arthrocerens glagiovii em
relacio a fonte de carboidrato (15 g L1 de sacarose e 15 g L1 de
glicose), luminosidade (presenca e auséncia) e posi¢do do explante
(basal, mediana e superior). (A) Valores médios do comprimento da
maior raiz (cm), (B) numero de raizes e (C) nimero de gemas.
Valores médios seguidos por mesma letra para a posi¢ao do explante
nio diferem entre si. As barras representam o erro padrio da
amostra.

Figure 3. Features of Arthrocerens glaziovii explants about the carbon
source, light (presence or absence), and explant position (basal,
median and superior). (A) Mean values of the longest root length
(cm), (B) number of roots, and (C) number of buds. Mean values
followed by the same letter for explant position do not differ from
each other. Bars represent the sample standard error.

Em alguns casos, a presenca de microrganismos
endégenos a semente pode dificultar os processos de
assepsia. Além disso, tais microorganismos podem consumir
os nutrientes do meio de cultura, competindo com os tecidos
das sementes no decorrer do tempo, ocasionando problemas
quanto ao estabelecimento 7z vitro (LAZAROTTO et al,
2012; MAZAROTTO et al., 2023), esse fato nio foi visto
para a espécie em estudo pois foi possivel alcancar mais de
99% de germinagio e estabelecimento de plantas.

O meio de cultura MS se destaca pela maior quantidade
de nitrogénio oferecido para o material cultivado e, de forma
geral, apresenta resultados adequados para a propagacio de
espécies vegetais, podendo resultar em maior crescimento
dos tecidos (PORFIRIO et al., 2019), como reportado nesse
estudo para o numero de raizes quando suplementado com
0,5 mg L' de BAP. Em trabalhos com Liguidambar styracifina,
o cultivo em meio de cultura MS proporcionou maior
comprimento das brotagdes emitidas (WENDLING et al,,
2010), refletindo em respostas similares ao presente estudo,
assim como aumento na massa fresca das brotacoes
produzidas comparado ao meio WPM.

AT
-

-

Figura 4. Etapas do protocolo de micropropagacio de Arthrocerens
glaziovii. (A) germinagdo aos 10 dias de inoculagio, (B) multiplicacio
com diferentes fontes de carboidrato aos 40 dias de cultivo, (C)
segmentacdo para multiplicacao e (D) aclimatizagio aos 30 dias das
plantas produzidas. Barra: 1 cm.

Figure 4. Stages of the micropropagation protocol of Arthrocerens
glazgiovii. (A) germination at 10 days after inoculation, (B)
multiplication with different carbon sources at 40 days of
cultivation, (C) segmentation for multiplication, and (D)
acclimatization of produced plants at 30 days. Bar: Tcm.

O maior nimero de raizes foi verificado na concentracio
mais baixa de BAP, uma vez que menores concentracbes do
regulador nio inibem a formagio e alongamento das raizes,
de forma que valores supetriores a 0,5 mg L' podem
favorecer o surgimento de gemas, como reportado no cultivo
in vitro de Dimorphandra mollis (MOLINARI et al., 2021).

A fonte de carbono do meio pode resultar em diferentes
respostas do crescimento dos tecidos. A sacatose, por
exemplo, é um carboidrato que auxilia nos processos
morfogénicos, visto que fornece carbono para o crescimento
celular. Assim, a adicdo de sacarose ao cultivo i vitro pode
estimular o incremento de massa na parte aérea, favorecendo
o crescimento como visualizado nesse estudo e semelhante
ao encontrado para Ocimum selloi (MONFORT et al., 2015),
ou até mesmo maximizar a germinac¢do, como elucidado em
trabalhos com Cannabis sativa (HESAMI et al., 2021).

Por sua vez, a glicose pode atuar retardando alguns
processos fisiologicos, como ilustrado em plantas de trigo,
onde o florescimento foi atrasado (YAO et al., 2017). No
presente estudo, no entanto, a presenca da glicose favoreceu
o crescimento da raiz, o numero de raizes e o numero de
brotos quando cultivados segmentos de Arthrocerens glazgiovii.

A variacdo endogena de fitoreguladores e as respostas
morfoanatdémicas podem variar conforme a parte utilizada
para a multiplicacdo, assim como visto em cladédios de pitaya
(Selenicerens setacens Rizz.), a regido basal e o cladédio inteiro
apresentaram maior quantidade de brotagdées (RUTHS et al.,
2021). Contudo, nesse estudo, a por¢ao mediana e superior
apresentou as melhores respostas, em que podemos destacar
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que os fatores intrinsecos ao material favoreceram o
crescimento de novas raizes e brotos.

A presenca de luminosidade se mostrou indispensavel
para a micropropagac¢io da espécie, por ocorrer naturalmente
sob sol pleno, eram esperadas respostas positivas quanto a
luminosidade, assim como varios individuos da familia em
situagdes de auséncia de luz podem inibir a germinagio e
reduzir o crescimento da espécie (MARCHI et al., 2022;
SILVA et al,, 2022). A técnica adotada na aclimatizacao das
plantas completas se mostrou efetiva na producio de mudas,
assim como visto para outras espécies que ocofrem no
Campo Rupestre (SOUZA et al., 2023; LEITE et al., 2024).

5. CONCLUSOES

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos de
assepsia seminal, podendo ser utilizado o menor tempo de
exposicio a fim de otimizar a introducio e germinacio 7 vitro.

A presenca de sacarose favoreceu o crescimento da parte
aérea das plantas.

As posi¢bes do explante mediana e superior favoreceram
o surgimento de raizes e brotos, enquanto que a posi¢io
inferior favoreceu apenas a formagao de brotos.

A presenca de luminosidade foi essencial para o cultivo
vitro da espécie, sendo altamente dependente.

A aclimatizagio foi eficiente, permitindo produzir muda
micropropagada para fase de rustificagdo aos 90 dias.
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