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RESUMO EXECUTIVO

As cangas sdo ecossistemas que ocorrem sobre afloramentos de rochas ferruginosas as quais recobrem
grandes reservas de minério de ferro. Devido as caracteristicas peculiares destes ecossistemas (solos e
clima), a vegetacdo de canga é composta por elevado grau de endemismo e raridade. Espécies como
Arthrocereus glaziovii (K.Schum.) N.P.Taylor & Zappi, Cactaceae endémica dos campos rupestres
ferruginosos do Quadrilatero Ferrifero/MG, possuem distribuicdo reduzida e encontra-se ameacada de
extincdo devido alteragdo em seu habitat natural por as ages antrépicas. As atividades de mineracao,
juntamente com a urbanizagdo na regido, sdo as principais causas desta deterioragdo de habitat. Portanto, o
desenvolvimento de estratégias que permitam a coexisténcia da atividade econdmica da regido com a
conservacao da biodiversidade é fundamental, sobretudo para evitar a perda liquida de espécies e assegurar
a manutencéo de ecossistemas como as cangas. Atualmente, as atividades de exploracéo da mina AbGboras
estdo associadas a condicionante 14 (certificado LP + LI + LO n° 064/2018, na Area Diretamente Afetada
do projeto de Ampliacdo da Mina Abdboras — Fase Itabiritos, PA COPAM 00237/1994/095/2011 /
SUPRAM) que determina a necessidade de prospeccdo de populacBes de A. glaziovii. Todavia, devido a
escassez de informagdes acerca desta espécie e da importancia do conhecimento de formas de propagacao
para projetos de conservacdo de uma espécie ameagada, foi também proposto de forma voluntaria elaborar
um protocolo visando a obtencdo de mudas vidveis. Neste estudo desenvolvemos um protocolo de
propagagdo in vitro e aclimatagdo de mudas para a espécie A. glaziovii com o objetivo de estabelecer uma
das primeiras etapas do processo de conservagdo. Foi utilizada a técnica de cultivo in vitro pode ser uma
alternativa para otimizar a producdo de mudas em maior escala, usando reduzido espago fisico e num curto
intervalo de tempo para obtencdo de mudas de qualidade. Assim, as etapas da propagacao consistiram de i)
resgate de matrizes em campo e cultivo em viveiro; ii) coleta e assepsia de sementes; iii) germinacdo e
desenvolvimento in vitro; iv) aclimatizagdo em viveiro visando o plantio definitivo em campo. As matrizes
doadoras de sementes foram obtidas das areas de supressdo da mina de Abdboras, as quais foram
transferidas para o viveiro de mudas do Migueldo no Centro de Tecnologia de Ferrosos (CTF) em Nova
Lima/MG. A obtencdo do material propagativo foi feita por meio da coleta e extracdo da polpa dos frutos
maduros de A. glaziovii, e retirada completa da mucilagem do entorno das sementes. Apds esse processo,
as sementes foram desinfestadas com élcool etilico 70% e solugéo de NaClO a 0,3%, e inoculadas em fracos
contendo meio de cultivo composto por sacarose (15 g L), carvdo (1,5 g L?) e fertilizante B&G® (3mL
L), suplementado com 6 g L"* de agar. O material foi levado para ambiente controlado com fotoperiodo
de 12 horas e temperatura em torno de 25 °C, respectivamente, onde permaneceram por 19 meses. Estas
condicGes levaram a obtencdo de 82% de germinacao e desenvolvimento das plantulas in vitro, ndo sendo
necessarios subcultivos, assim como ndo foram observadas perdas por contaminacdo de materiais. 100%
das plantulas desenvolveram sistema radicular e foram transferidas para aclimatacdo em casa de vegetagdo
coberta por sombrite com atenuacdo de 80% da radiacdo. Os substratos usados para aclimatacdo foram:
topsoil de canga; substrato horticola comercial (Bioplant®); substrato preparado para rustificagdo de mudas
no viveiro do CTF (terra, areia, bioplant, adubo 6:30:6, agrossilicio e gesso); mistura de Bioplant® +
substrato viveiro na proporcdo 50:50. Ap6s nove meses, observou-se uma média de sobrevivéncia de 90%
e as mudas no topsoil de canga obtiveram maior sucesso, com 100% de sobrevivéncia. O maior nimero de
perfilhos foi obtido em plantas no topsoil de canga e substrato Bioplant, sendo aproximadamente 3x mais
que das plantas cultivadas no substrato do viveiro. Importante destacar que a mistura do substrato Bioplant
ao substrato do viveiro na proporcdo de 1:1 (mix) promoveu 0 aumento do nimero de perfilhos por planta.
Para esta etapa, recomenda-se o uso de topsoil de canga ou substrato horticola Bioplant, ambos pela elevada
sobrevivéncia e crescimento das plantas. Os resultados promissores deste estudo tém o potencial de
contribuir significativamente para a conservacao de A. glaziovii, pois fornece informacdes basicas para a
producdo em larga escala de mudas geneticamente diversas que poderdo ser usadas para estudos de
reintroducdo em ambiente natural com objetivo de enriquecimento de populagdes ou introdugdo em areas
degradadas.



RESUMO

Os campos rupestres ferruginosos, conhecidos como cangas, abrigam ecossistemas
unicos com alta raridade e endemismo devido a sua ocorréncia sobre dep6sitos de minério
de ferro. Entretanto, a vegetacdo desses campos enfrenta crescentes desafios devido a
atividades humanas, como mineracéo e urbanizacdo. Uma das espécies ameagadas nesse
cenario é Arthrocereus glaziovii (K.Schum.) N.P.Taylor & Zappi, uma Cactaceae
endémica do Quadrilatero Ferrifero, Minas Gerais, Brasil. Com o objetivo de contribuir
para a conservacao dessa espécie e evitar a perda de biodiversidade nas cangas, foi
desenvolvido um protocolo completo de propagacdo in vitro e aclimatacdo para A.
glaziovii. Esse estudo foi motivado pela obrigatoriedade de prospectar populagcfes desta
espécie nas atividades de mineracdo na mina de Abdboras. Todavia, devido falta de
informacdes sobre a espécie e a importancia das técnicas de propagacao na conservacgao
de espécies ameacadas, optou-se por desenvolver estes estudos complementares. O
protocolo abrangeu varias etapas, incluindo o resgate das matrizes em campo e o cultivo
em viveiro, a coleta e o tratamento asseptico das sementes, a germinacdo e o
desenvolvimento in vitro das mudas, e sua aclimatagdo em estufa para posterior plantio
em campo. As sementes foram obtidas pela extracdo da polpa madura dos frutos de A.
glaziovii, seguida de remogdo da mucilagem. A desinfestagéo foi realizada com soluges
de alcool etilico e NaClO, e as sementes foram inoculadas em meio de cultura com agar.
Os resultados mostraram que 82% das sementes germinaram com sucesso, € as mudas in
vitro desenvolveram-se sem necessidade de subcultivos ou perdas por contaminacgdo. Para
a aclimatacdo, diferentes substratos foram testados, sendo o topsoil de canga e o substrato
comercial Bioplant® os mais eficientes, com sobrevivéncia acima de 90% e maior
namero de perfilhos. Além disso, a mistura de Bioplant® com substrato do viveiro
apresentou maior formacao de perfilhos por planta. Esses resultados tém potencial de
contribuir para a conservacédo de A. glaziovii. O protocolo permitird a producdo em larga
escala de mudas geneticamente diversas, adequadas para reintroducdo em habitats
naturais, enriquecimento populacional e restauracdo de &reas degradadas. O estudo
ressalta a importancia das técnicas de propagacao na preservacao de espécies ameacadas
e na busca pelo equilibrio entre atividades econdmicas e a protecdo da biodiversidade nos
campos rupestres ferruginosos.

Palavras-chave: Cultivo in vitro; Cactaceae; canga; aclimatizacéo; reintroducéo.



ABSTRACT

The ferruginous rocky fields, known as cangas, harbor unique ecosystems with high rarity
and endemism due to their occurrence over iron ore deposits. However, the vegetation in
these fields faces increasing challenges due to human activities, such as mining and
urbanization. One of the endangered species in this scenario is Arthrocereus glaziovii
(K.Schum.) N.P.Taylor & Zappi, an endemic Cactaceae found in the Quadrilatero
Ferrifero, Minas Gerais, Brazil. In an effort to contribute to the conservation of this
species and prevent biodiversity loss in cangas, a comprehensive protocol of in vitro
propagation and acclimatization for A. glaziovii was developed. This study was motivated
by the requirement to prospect populations of this species in mining activities at Aboboras
mine. However, due to the lack of information about the species and the importance of
propagation techniques in conserving endangered species, these complementary studies
were undertaken. The protocol involved several steps, including the rescue of matrices in
the field and their cultivation in nurseries, collection and aseptic treatment of seeds, in
vitro germination and development of seedlings, and their subsequent acclimatization in
a greenhouse for field planting. The seeds were obtained by extracting mature fruit pulp
from A. glaziovii, followed by the removal of mucilage. Disinfestation was carried out
using ethanol and NaClO solutions, and the seeds were inoculated into agar-containing
culture medium. The results showed that 82% of the seeds successfully germinated, and
the in vitro seedlings developed without the need for subcultures or losses due to
contamination. For acclimatization, different substrates were tested, with canga topsoil
and the commercial substrate Bioplant® being the most efficient, showing a survival rate
above 90% and increased shoot formation per plant. Additionally, the mixture of
Bioplant® with the nursery substrate resulted in a higher number of shoots per plant.
These results have the potential to contribute to the conservation of A. glaziovii. The
protocol will enable large-scale production of genetically diverse seedlings, suitable for
reintroduction into natural habitats, population enrichment, and restoration of degraded
areas. The study emphasizes the importance of propagation techniques in conserving
endangered species and strives for a balance between economic activities and the
protection of biodiversity in ferruginous rocky fields.

Keywords: in vitro culture, canga, acclimatization, rewilding
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1 INTRODUCAO

O Quadrilatero Ferrifero esta localizado no estado de Minas Gerais e € caracterizado por solos ricos em
metais de importancia econdmica, como minério de ferro e manganés, os quais apresentam formando
os afloramentos de canga. As cangas sdo ambientes ameagados pela atividade mineradora e urbanizacéo,
0 que torna o Quadrilatero Ferrifero uma &rea de grande importancia para conservacdo da
biodiversidade, por preservar caracteristicas distintas de qualquer outra ecorregido e com grande riqueza
de biodiversidade (LIMA, 2016). Estes locais apresentam condicdes ambientais adversas ao
desenvolvimento de vérias espécies vegetais, tais como alta exposi¢cdo de radiacdo, altos gradientes de
amplitude térmicas diarias e sazonais, ventos fortes e baixo desenvolvimento do substrato. Estes
ambientes sdo também marcados por alta demanda por transpiracéo, a baixa reten¢ao de agua pelo solo,
0 baixo PH, o alto teor de metais e aluminio e incidéncia recorrente de fogo, os quais desafiam as plantas
desse ambiente mesmo nos periodos chuvosos (JACOBI et al., 2007; VINCENT & MEGURO, 2008;
SILVA, 2013). Desta forma, as espécies que prosperam nestes ambientes apresentam adaptacoes e sdo
usualmente confinadas a altitudes e substratos especificos, com reduzida distribuigao espacial, portanto
raras e as vezes classificadas como ameacadas de extin¢do (JACOBI et al., 2007).

A Cactaceae Arthrocereus glaziovii (K.Schum.) N.P.Taylor & Zappi é uma destas espécies endémicas
e restritas do Quadrilatero Ferrifero. Esta espécie € uma erva rupicola ou saxicola, com cerca de até 30
cm de comprimento, apresenta o caule articulado prostrado, sem folhas, com espinhos e flores brancas
vistosas, noturnas e efémeras (Fig. 1) (LIMA et al, 2016; BIOMA; VALE, 2018). A espécie vem
sofrendo com as acBes antrdpicas devido sua associagdo a substratos muito especificos e sua
aproximacao a regido metropolitana, o que tem provocado fragmentacédo e perda de area e reducdo da
qualidade de seu habitat natural. Arthrocereus glaziovii € uma espécie considerada rara, suas
subpopulagfes sdo acentuadamente fragmentadas, apresentando baixa densidade populacional (0,23
ind/m2) e que possivelmente estdo em declinio (MARTINELLI; MORAES, 2013). Devido a constante
reducdo de sua area de ocorréncia, A. glaziovii estd em perigo de extincdo (EN) segundo a lista do MMA
(2022) e da IUCN (Taylor & Braun, 2013). Por outro lado, ha registros de sua ocorréncia em diversas
localidades na regido do Quadriltero Ferrifero, incluindo areas de conservacdo. Pode ser encontrada
nas areas de cangas da Serra da Calcada, Itabirito, Serra do Rola Moga, Serra da Piedade, préximo ao
Viveiro de mudas do Migueldo em Nova Lima, Mina do Capédo Xavier, Mina do Capitdo do Mato e
RPPN Cata Branca. Arthrocereus glaziovii é considerada uma espécie com potencial para ser usada na
recuperacdo dos campos rupestres ferruginosos, pois apresenta metabolismo de fixacgéo de carbono tipo
CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceaes), o que lhe permite obter um elevado aproveitamento da
agua em troca por moléculas de CO, do ambiente, grande tolerancia a seca, tornando-a apta para

colonizar e prosperar em ambientes aridos (LIMA et al, 2016).
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Figura 1. Individuos de Arthrocereus glaziovii em ambiente natural.no ‘(ijuédrilétero Ferrifero;MG
(A); em floracdo (B); em frutificacdo (C). Fonte: Bioma; Vale, 2018; Oliveira, 2018.

Por ter ocorréncia restrita as cangas do QF e serem estas areas grandes reservas de minério de ferro, a
mineracgdo e atividades correlatas na regido tem afetado o habitat natural de A. glaziovii. Muitos dos
locais onde hé registros de sua ocorréncia natural ja foram eliminados devido & mineragdo (Taylor;
Zappi, 2004). Desta forma, processos de licenciamento ambiental nestas areas podem apresentar
condicionantes que buscam o reparo das populacGes afetadas e a conservacdo desta espécie. Atualmente,
a espécie estd associada a condicionante 14 da Licenca Ambiental, Certificado LP + LI + LO n°
064/2018, na Area Diretamente Afetada do projeto de Ampliagdo da Mina Aboboras — Fase Itabiritos,
PA COPAM 00237/1994/095/2011 / SUPRAM. Em linhas gerais, a condicionante requer a prospec¢édo
de populagdes de A. glaziovii nas areas de potencial ocorréncia. No entanto, a Vale é signataria dos
principios de conservagdo/compensacdo que visam ndo ter perda liquida de espécies advindos de suas

atividades. Assim, na existéncia de impactos, busca-se “medidas para os prevenir e minimizar de forma
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a implementar a reabilitagdo/restaura¢do e compensagao” (Biodiversity - ESG - Vale, disponivel em 08

de dezembro de 2022). Sendo assim, para além do requerido na condicionante, a Vale prop6s, de forma
voluntaria e como acdo positiva, desenvolver protocolos de propagacdo com o objetivo de obtencdo de

mudas Vviaveis para uso projetos de conservacdo de espécies ameacadas.

Devido a escassez de informag6es acerca da biologia desta espécie e sendo uma etapa inicial do processo
de conservacdo, estudos buscando compreender os processos de propagacdo de A. glaziovii sdo
fundamentais. Contudo, os métodos de propagacao convencionais sdo inadequados para a multiplicacdo
de inumeras espécies de cactos que apresentam crescimento lento e baixos indices de producdo de
sementes, germinacdo e brotacdo (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). A propagacéo vegetativa, apesar de mais utilizada, pode requer
grandes espacos e produzirem uma baixa taxa de multiplicagio (MABROUK et al., 2021), além de
apresentar dificuldades para manutengdo da diversidade genética, fundamental para projetos com
objetivo de conservacdo (DIAS et al., 2012). Desta forma, apesar das dificuldades com a propagacéo
seminifera, esta € desejavel para espécies como A. glaziovii por fornecer material com potencial de

carregar maior diversidade genética para a producdo de mudas (OLIVEIRA et al., 2016).

Estudos sobre o comportamento germinativo de sementes de quatro tdxons de Arthrocereus revelaram
uma elevada taxa de germinagdo, mas com baixa velocidade de germinagdo, dependéncia de luz e
temperatura 6tima entre 20 e 30 °C (CHEIB; GARCIA, 2011). Estes estudos também mostraram que as
sementes toleram dessecagdo e quando armazenadas se mantem viaveis; portanto, é sugerida a presenca
de dorméncia nas sementes ao se dispersarem, 0 que pode ser estratégia essa adaptativa importante para
formacdo de banco de sementes e também para evitar que sementes germinem em periodos
desfavoraveis (como durante estdo seca) para o estabelecimento. Tal estratégia pode ser fundamental
para ambientes inGspitos, como campos rupestres, onde os solos tém capacidades limitadas para retengéo
de 4gua (BENITES et al., 2007). Desta forma, espera-se que sementes de A. glaziovii possam também
apresentar elevada viabilidade e que, fornecendo condices ideias de germinacao seja possivel proceder

com a propagacdo sexuada.

Devido ao decréscimo populacional das populacdes do A. glaziovii em ambiente natural, é crucial a
busca de meétodos de propagacdo que proporcionem a producdo de mudas em larga escala, sua
aclimatacdo e reintroducdo em ambiente natural para assegurar sua permanéncia na natureza. A
propagacao in vitro é uma ferramenta Gtil para manter a biodiversidade vegetal, principalmente para
espécies de dificil reproducéo e para aquelas raras ou ameacadas de extingdo (ENGELMANN, 2011).
Por meio desta técnica é possivel produzir um grande nimero de plantas em curto periodo de tempo e
espaco reduzido, sendo seu sucesso demonstrado em Vvérias espécies de cactos ameacadas de extingdo
(PEREZ-MOLPHE-BALCH; DAVILA-FIGUEROA, 2002).

10


https://vale.com/web/esg/biodiversity

Estudos sobre micropropagacdo de cactaceas a partir da germinacdo de sementes in vitro foram
realizados por Perez-Molphe-Balch (2003), Santos-Diaz et al. (2003) e Davila-Figueroa et al. (2005)
com diferentes resultados segundo as espécies trabalhadas em cada estudo. Os resultados de protocolos
de micropropagacdo séo significativamente diferentes entre as espécies e muitas vezes requer ajustes
especificos. Ainda assim, a producdo de mudas in vitro de espécies de Melocactus sp. via germinacao
de sementes in vitro, pode ser consideravelmente vantajosa quando comparada a propagacao
convencional in vivo. Isso ocorre principalmente devido ao lento desenvolvimento das plantas em
condi¢des naturais. Além disso, em estudos de germinacdo in vivo realizados com a espécie Melocactus

bahiensis, a taxa de germinagéo de sementes foi inferior a 50% (LONE et al., 2007).

Além das vantagens de propagacé&o, a conservagao in vitro pode ser também utilizada como uma técnica
complementar na conservacao ex situ de germoplasma e apresenta como vantagens a manutencéo dos
genotipos em condicBes assépticas, a redugdo nos custos e mao-de-obra, a otimizagdo do espago fisico,
além da facilidade de intercambio do material vegetal (ENGELMANN, 2011). A conservacao in vitro
é também uma alternativa para propagacdo de espécies ameacadas e de dificil propagacéo por métodos
convencionais. Isso ocorre usualmente para casos em que a taxa de germinacdo de sementes na natureza
€ muito baixa, como por exemplo devido a sementes de algumas espécies ndo possuirem reserva
nutricional suficiente, o que as leva a dependerem de condi¢bes ambientais favoraveis para se

desenvolverem, tais como um balanc¢o adequado entre umidade, luminosidade e nutrientes.

Neste estudo objetivamos desenvolver um protocolo de micropropagacao para A. glaziovii. Para visando
0 estabelecimento de uma técnica que possa permitir a obtencdo de plantas saudaveis a aclimatadas para

plantio em ambiente natural.

2 MATERIAL E METODOS

As etapas para o estabelecimento do protocolo de micropropagacéo de A. glaziovii foram desenvolvidas

na Biofabrica do Centro de Tecnologia de Ferrosos (CTF) localizada na cidade de Nova Lima/MG.

2.1 Material vegetal: coleta e assepsia das sementes

As matrizes fornecedoras do material propagativo foram coletadas em resgates de flora realizados nas
Minas de Capdo Xavier, AbGboras e Pico, e acondicionadas no Centro de Biodiversidade da Vale. Os
frutos maduros (aspecto rosa / avermelhado) foram coletados e a polpa extraida, friccionando os frutos
sobre o papel toalha afim de retirar toda mucilagem da semente. ApGs esse processo, as sementes foram
deixadas sobre a bancada por um periodo de dois dias para secagem, sem necessidade de levar ao sol.

Apo6s esse periodo, com auxilio de uma peneira, as sementes foram lavadas em agua corrente para
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retirada dos residuos de mucilagem, e depois deixadas para secar hovamente sobre papel toalha, o

processo se repetiu até retirada total da mucilagem (Fig. 2).

Fruto maduro Frutos
de A. glaziovii coletados

Coleta do fruto Remogdo da mucilagem

da planta matriz sobre papel toalha

Figura 2. Processo de obtencdo de sementes de Arthrocereus glaziovii para estabelecimento de
protocolo de micropropagacdo. Fontes: Bioma; Vale, 2018; Andrew Carberry (site WikiHow).

Apos beneficiamento, as sementes foram levadas para camara de fluxo laminar e colocadas em um
Becker de vidro contendo solucdo de alcool etilico 70 % num volume que as cobrissem por completo.
O material foi levado para agitador magnético por um periodo de cinco minutos, e depois lavados em
agua destilada e autoclavada, e transferidos para solugdo de NaClO a 0,3% por doze minutos, também

em agitador, sem lavagem posterior em agua.

2.2 Estabelecimento in vitro

Posteriormente a assepsia, ainda na camara de fluxo laminar, as sementes foram inoculadas em frascos
contendo 22 mL do meio de cultivo composto por sacarose (15 g L), carvdo (1.5 g L?) e fertilizante
B&G® (3mL L?), suplementado com (6 g L) de 4gar, como agente solidificante. Na Biofabrica do
CTF este meio de cultura ¢ identificado como $$03. Foram inoculados 10 frascos com 10 sementes em
cada, os quais foram vedados com filme pléastico e transferidos para sala de germinacéo e crescimento
sob condicdes controladas, com fotoperiodo de 12 horas e temperatura em torno de 25 °C. O laborat6rio
possui lampadas com diferentes espectros (comprimentos de onda), as quais sdo usadas durante as
diferentes etapas de cultivo para estimular a germinacédo e o desenvolvimento da planta. Inicialmente,
0s potes sdo direcionados para a estante sob luz branca para germinacéo e inicio da fase crescimento.

As sementes de A. glaziovii foram inoculadas em set/2020, permanecendo na fase de cultivo in vitro em
12



laboratdrio por 19 meses. Nesse periodo os potes passaram pelas fontes de radia¢do nas cores branca,
azul e vermelha (nesta ordem) antes de serem remanejadas para ambiente externo. Os potes
permaneceram na cor branca por 9 meses, cor azul 8 meses e na cor vermelha por 1 més. As mudas
foram remanejadas para 0 ambiente externo (casa de vegetacao) em maio/2022. Ao serem retiradas do

cultivo in vitro, foi realizada contagem do nimero de plantulas em cada frasco.

2.3 Aclimatizacao e rustificacdo

Apos o periodo de crescimento in vitro, as plantulas foram retiradas do meio de cultura, triadas para
selecdo daquelas com sistema radicular desenvolvido, lavadas em agua corrente para retirada total do
meio de cultura a fim de evitar proliferacéo de fungos. Uma vez retirado o meio de cultura, foi avaliado
o comprimento radicular e caulinar das plantulas. Em seguida foram transplantadas em sacos plasticos
para producdo de mudas com volume de 1 dm?. Para esta etapa de aclimatacdo em ambiente externo,
foram usados diferentes tipos de substratos com o objetivo de identificar o que permite maior
sobrevivéncia e melhor crescimento. Foram usados: i) substrato comercial Bioplant; ii) topsoil de canga;
iii) substrato do viveiro usado para producéo de mudas de espécies nativas (composto de solo (350 dm?),
areia (70 dm?®), bioplant (200 dm?), fertilizante NPK 6:30:6 (5 kg), agrossilicio (2.5 kg) e gesso (2.5 kg);
mistura de Bioplant + substrato viveiro na propor¢do 1:1. O ensaio foi composto por 10 repeti¢des em
cada substrato, sendo cada repeticdo uma planta. Para uniformidade do ensaio, foram selecionadas
mudas com tamanhos similares, apresentando aproximadamente 2 cm de comprimento de caule e 2 cm
de raiz principal, sem brotacGes laterais. As mudas foram levadas para casa de vegetacdo coberta com
sombrite que efetua retengdo de 60% da radiacdo. Foram realizadas irrigacdes periodicas (intervalos 2
dias) e as plantas cultivadas por um periodo de 9 meses. Apé6s este periodo, foram avaliadas

sobrevivéncia, numero de brotagdes, comprimento das brotacdes e comprimento da raiz mais longa.

2.3.1 Analises fisicas e quimicas dos substratos

A caracterizagdo quimica do solo ocorreu nas amostras de TFSA, sendo determinados os valores de pH
em agua com potenciémetro, utilizando a relagéo solo: dgua de 1:2,5 (TEIXEIRA et al., 2017a). A acidez
potencial (H+Al) foi determinada por extracdo com acetato de calcio 0,5 mol L-1 tamponado a pH 7,0,
seguida por titulometria (CAMPOS et al., 2017). Os teores trocaveis de Al3+, Ca2+ e Mg2+ e o teores
disponiveis de P e K foram determinados conforme TEIXEIRA et al. (2017b). Para a determinacdo da
acidez trocavel (Al*®) foi realizada a extracdo com solucdo KCI 1 mol L, seguida da titulometria. Os
cations Ca?* e Mg?* também foram extraidos com solugédo KCI 1 mol L e os teores foram determinados
por espectroscopia de absor¢do atbmica. A extracdo de P e K foi realizada com solugdo Mehlich-1,
seguida da determinagdo do teor por espectrofotometria de chama. O teor de fosforo disponivel (P) foi
determinado por espectrofotometria UV-Vis (TEIXEIRA et al., 2017c). O teor de fésforo remanescente
(P-rem) foi obtido utilizando-se a relagdo 1:10 de TFSA com solugdo de CaCl, a 0,010 mol L contendo
60 mg L* de P (ALVAREZ V et al., 2017). A partir desses resultados, relacdes matematicas foram
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estabelecidas para obtencdo da soma de bases (SB), da capacidade de troca cationica efetiva (CTCe) e
a pH 7,0 (CTCt) (TEIXEIRA et al., 2017d), saturacdo por bases (V) e saturacdo por aluminio (m)
(CAMPOS et al., 2017b). A matéria organica (MO) foi obtida por meio da oxidacéo via imida, conforme
método Walkley-Black. Também foi obtido os teores disponiveis de Cu, Mn, Fe e Zn, Mn e Cu extraidos
por solugcdo Mehlich-1 (H2SO4 0,0125 mol Lt + HCI 0,05 mol L?). Os resultados das analises dos
substratos sdo apresentados no Anexo 1.
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3 RESULTADOS

O protocolo de assepsia utilizado mostrou-se eficiente e ndo foram observadas contaminagdes nos
frascos. A germinacao iniciou aos 60 dias ap0s a inoculacao, e apresentou uma taxa elevada, com média
de 82% (Fig. 3). As condi¢des nutricionais do meio de cultura utilizado proporcionaram sobrevivéncia
de 100% das sementes germinadas e um bom crescimento das plantas, apesar de tamanhos bastante
variaveis (Fig. 4). Ao final do periodo de cultivo in vitro a maior parte das plantas apresentou
comprimento de caule entre 1 e 3 cm (média de 1.9 cm), havendo plantas que alcancaram cerca 5 cm
(Fig. 5ab). O sistema radicular desenvolveu em todas as plantulas e a raiz principal teve comprimento
médio de 3 cm, com valores de até 8 cm (Fig. 5¢). O didmetro do caule, avaliado em sua parte mais
larga, apresentou valor médio de 0.4 cm, com mais de 70% das plantulas entre 0.3 e 0.5 cm (Fig. 5d).
Vale destacar que aproximadamente 3% das plantulas obtidas desenvolveram perfilhos enquanto
mantidas em condi¢Oes controladas, ou seja, cerca de 97% das plantulas mantiveram somente o caule

principal durante a fase in vitro (Fig. 5e).

3

NuUmero de amostras

0 20 40 60 80 100
Germinacéo (%)

Figura 3. Histograma com as percentagens de germinagdo de sementes de Arthrocereus glaziovii em

cultivo in vitro (n = 10). Cada amostra representa uma repeticao/frasco com 10 sementes.
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Figura 4. Plantulas de Arthrocereus glaziovii cultivadas in vitro com 9 meses ap6s inoculagdo em meio
de cultura. O frasco com as plantulas possui 7.0 cm de didmetro e 11.5 cm de altura.
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Figura 5. Plantulas de Arthrocereus glaziovii ao serem retiradas do meio de cultivo in vitro. (a)
Plantulas ap6s lavagem para remocao de meio de cultivo; histogramas com valores de (b)
comprimento de caule e () raiz, (d) didmetro de caule e (€) numero de brotagdes por plantula.
Histogramas com os valores das 82 plantulas obtidas nesta fase.

Apb6s 9 meses de aclimatacdo em casa de vegetacdo, as plantas cultivadas em topsoil de canga
apresentaram taxa de sobrevivéncia de 100%, enquanto nos demais substratos a sobrevivéncia foi de
90% (Fig. 6ab). O maior namero de perfilhos foi obtido em plantas no topsoil de canga e substrato
Bioplant, sendo aproximadamente 3x o valor das plantas cultivadas no substrato do viveiro (Fig. 6c).
Importante destacar que a mistura do substrato Bioplant ao substrato do viveiro na propor¢do de 1:1
(mix) promoveu o0 aumento do numero de perfilhos por planta. Tanto o comprimento (Fig. 6d) quanto o
didmetro (Fig. 6e) do caule foram maiores nos tratamentos com o substrato Bioplant. Assim como para
outras varidveis, os menores valores de comprimento e didmetro do caule foram obtidos das plantas no

substrato do viveiro.
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Figura 6. Arthrocereus glaziovii durante periodo de aclimatagdo em casa de vegetagdo. (a) Plantas nos
diferentes substratos de cultivo; (b) Taxa de sobrevivéncia, (c) Nimero de perfilhos e (d) Comprimento
e (e) Diametro do caule. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 95% de probabilidade.
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4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo revelaram uma taxa de germinagéo, sobrevivéncia e crescimento
inicial significativamente elevados para a etapa de cultivo in vitro de A. glaziovii. Esses resultados
indicam a eficicia do meio de cultura utilizado, demonstrando sua adequabilidade e qualidade para
promover o desenvolvimento das plantas. E importante ressaltar que a germinagao in vitro de cactaceas
pode variar consideravelmente entre as espécies. Um exemplo desta variacdo pode ser observado em
estudo com 10 cactaceas, onde Correia et a. (2011) mostraram haver espécies com germinacdo elevada
(Cereus jamacaru [92%], Pilosocereus chrysostele [95%] e Mammilaria plumosa [77%]) e outras com
valores inferiores (Melocactus zehntneri [14%] e Mammilaria prolifera [28%]). Uma vez que a
germinacédo pode ser determinada por fatores ambientais e tambeém por caracteristicas inerentes a propria
espécie, tais como viabilidade e presenca de dorméncia nas sementes, 0s resultados obtidos com A.
glaziovii evidenciam a elevada viabilidade das sementes desta espécie e, caso possam apresentar algum

tipo de dorméncia, ela pode ter sido superada durante o periodo de cultivo in vitro.

O bom crescimento de A. glaziovii sem a necessidade de repicagens ao longo do periodo de cultivo in
vitro mostra que 0s nutrientes contidos no meio de cultura foram suficientes para o pleno
desenvolvimento destas plantas. E sabido que o éxito no cultivo por micropropagagio depende de
diversos fatores como a composi¢do do meio de cultura, fotoperiodo, temperatura, genétipo estudado,
material de propagacédo e assepsia do ambiente (CARVARLO et al., 2006). O protocolo usado neste
estudo culminou com 100% das sementes germinadas desenvolvendo plantas com parte aérea e estrutura
radicular sem a necessidade de adigdo de reguladores de crescimento e repicagens ao longo do periodo
de cultivo. Apesar de ndo ter sido necessario para para A. glaziovii, o uso de reguladores de crescimento
pode ser necessario e auxiliar no processo de germinacgdo de determinadas cactaceas (MIHALTE et al.,
2011). A auséncia de repicagens reduz o risco de contaminacdes devido a menor exposi¢ao do meio de
cultura ao ambiente externo e as consequentes perdas de materiais que podem advir das contaminacdes.
Além disso, também reduz custos do processo de producdo, os quais incluem desde os insumos para o
preparo dos meios de cultura, quanto mao de obra para todos os procedimentos envolvidos com o

processo de repicagem até que as plantas estejam aptas a serem transferidas para aclimatacao.

Mesmo recebendo as mesmas condi¢fes durante o cultivo in vitro, as plantas apresentaram variacfes de
tamanho (didmetro e comprimento do caule e sistema radicular). Tais variacGes podem estar associadas
a diferentes fatores, os quais podem ter origem i) na velocidade de germinacdo e no tempo de
crescimento no meio de cultura apds germinacdo. Uma vez que as sementes demoraram cerca de 60 dias
para iniciar a germinacdo, é possivel que possuam algum grau de dorméncia e que parte das sementes
tenham levado um tempo mais longo para germinar, reduzindo, comparativamente, o periodo em que a
planta germinada teve para crescimento in vitro; ii) na reserva das sementes e vigor inicial das plantas.

Assim como a velocidade de germinagdo, o vigor das plantulas pode também ser bastante variavel
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(Bewley et al., 2013), sobretudo para espécies nativas que ndo sofreram processos de domesticacdo; iii)
na variabilidade genética natural da espécie, haja visto que foram usados frutos de diferentes matrizes
para obtencdo das sementes para este estudo. Uma elevada diversidade pode ser esperada em espécies
nativas e variagfes em taxa e velocidade de germinacdo podem ser observadas em sementes de oriundas
de diferentes matrizes (Zhang et al. 2020). Todavia, a obtencdo de plantulas normais, i.e., com
desenvolvimento de sistema radicular e parte aérea para todas as sementes germinadas, possibilitou a

transferéncia destas mudas para a aclimatacdo em ambiente externo.

A transferéncia de plantas do cultivo in vitro para aclimatacdo ao ambiente ex vitro é reconhecida com
um dos maiores gargalos para 0 processo de micropropagacao de plantas. Durante o cultivo in vitro as
plantas sdo mantidas em um ambiente altamente controlado, no qual recebem nutrientes e agua
diretamente através do meio de cultura. Esse ambiente artificial proporciona condigdes ideais para o
crescimento das plantas em laboratério, mas difere significativamente das condigdes encontradas no
ambiente externo, onde as plantas irdo crescer naturalmente. Durante a fase de aclimatacdo, as plantas
passam de heterotroficas para autotroficas, assim como séo expostas a condi¢Ges ambientais flutuantes,
com presenca de temperatura e radiacdo variaveis e, sobretudo, uma demanda evaporativa da atmosfera
muito mais elevada do que a experimentada anteriormente no cultivo in vitro, o que desafia as plantas a
manterem o equilibrio do status hidrico ao mesmo tempo que precisam absorver e fixar carbono da
atmosfera. O sucesso obtido com a aclimatacdo de A. glaziovii, onde obtivemos mais de 90% de
sobrevivéncia, pode advir de as plantas ao serem transferidas ja apresentarem um sistema bem radicular
desenvolvido e que o processo de exposicao das plantas ao ambiente externo ter sido realizado de forma
gradual, ou seja, aumentando gradativamente a exposicao a radiacdo e reduzindo a umidade relativa.
Desta forma, é possivel que as plantas tiveram tempo para se adequar aos novos substratos e ambiente.
Apesar de ser uma forte mudanca no ambiente (radiac&o, temperatura, &gua e condicGes edaficas), essa
transi¢do gradual permitiu que as plantas se adaptassem as condi¢des mais exigentes e mais semelhantes

as condicBes naturais que serdo submetidas em campo (GREGOR et al., 2021).

O tipo de substrato usado para aclimatacdo pode ser determinante para o sucesso da sobrevivéncia e
crescimento das plantas. As caracteristicas fisicas do substrato desempenham um papel crucial na
sobrevivéncia das plantas durante o periodo de aclimatacdo apés o cultivo in vitro. A disponibilidade
hidrica é um fator determinante nesse processo, sendo necessario garantir um substrato que fornega agua
adequada as plantas, permitindo sua adaptagdo bem-sucedida ao ambiente externo. Para A. glaziovii,
todos os substratos avaliados apresentaram elevada sobrevivéncia, 0 que possivelmente se deve a
caracteristicas fisicas adequadas do substrato e também da qualidade das mudas produzidas in vitro. No
entanto, as diferengas existentes entre as composigdes fisicas e quimicas dos substratos levaram a
diferencas significativas quanto ao crescimento das mudas. O maior nimero de perfilhos e o tamanho

de plantas (raizes e caule) cultivadas em topsoil de canga e substrato organico comercial (Bioplant)
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podem estar associadas a fatores tais como i) ser o topsoil de canga o substrato onde a espécie ocorre
naturalmente, portanto ela pode estar adaptada a suas condi¢cBes e também contar com possiveis
associagdes benéficas com a microbiota; ii) o substrato Bioplant possuir uma estrutura fisica que permite
um fornecimento adequado de &gua, sem ser muito poroso e apresentar drenagem excessiva, 0 que
levaria a rapida perda de agua e resultando em estresse hidrico para as plantas, nem mesmo muito
compacto ou argiloso, 0 que poderia reter agua em excesso, causando encharcamento e sufocando as
raizes das plantas. Tais caracteristicas do substrato Bioplant podem advir de sua composicdo, onde os
elevados teores de matérias organica favorecem a sua boa estrutura, conforme resultados apresentados
no Anexo 1; iii) a elevada disponibilidade de nutrientes no substrato Bioplant, que também elevou a
quantidade de nutrientes no substrato composto da mistura entre Bioplant e substrato do viveiro. Nestes,
foram observados valores mais altos de elementos como fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio
(Mg), além de os valores mais elevados de matéria organica (MO), a qual, além de melhorar estrutura
do substrato, também pode aumentar o fornecimento de nutrientes como nitrogénio (N); iv) ambos
substratos possuirem estrutura com boa capacidade de retencdo de nutrientes e permeabilidade ao ar, o
que permite o desenvolvimento saudavel das raizes e a absor¢do eficiente de agua e nutrientes. Tal
hipotese é apoiada pelo tratamento onde a mistura do Bioplant com o substrato do viveiro levou ao
aumento tanto do crescimento das plantas quanto do nimero de perfilhos. Uma vez que muitas cactaceas
tém na producéo de perfilhos uma de suas principais formas de propagacao (Singh et al., 2003), o maior

namero de perfilhos nestes substratos representa um ganho significativo para a espécie.
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5 CONCLUSOES

A propagacdo in vitro mostrou-se eficiente para a espécie Arthrocereus glaziovii,
proporcionando elevada taxa de germinacgdo e de sobrevivéncia, garantindo um grande nimero de
plantulas para a etapa da aclimatiza¢&o. Nesta ultima etapa também foram obtidos excelentes resultados,
com sobrevivéncia média superior a 90% (100% em topsoil de canga), producdo de mudas com
qualidade e que poderdo ser empregadas para estudos de validacdo de adequabilidade de habitat e
reintroducdo em &reas naturais. Além disso, foi possivel identificar substratos que apresentaram
melhores resultados para a etapa de rustificacdo da espécie, com destaque para o topsoil de canga e o
substrato comercial Bioplant, ambos pela elevada sobrevivéncia e crescimento das plantas. Os
resultados alcancados com esse estudo sdo promissores para a conservacdo A. glaziovii, podendo
garantir uma producdo em larga escala de mudas geneticamente diversificadas e que poderdo ser usadas

para ampliar o namero de plantas em seu ambiente natural.
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Anexo 1. Composicdo fisica e quimica dos substratos usados para aclimatacdo das plantas de
Arthrocereus glaziovii.

Propriedades | Canga | Bioplant | Viveiro | Mix
pH - - 6.00 6.09 6.17
MO | % 1.10 | 36.28 572 | 15.71

P 12.70 48.5 23.3 29.80
K 14 118 78 171

S - - - -

B dm - - -
zn |9 106 | 936 | 2442 | 1322
Fe 46.80 88.00 52.30 | 62.20
Mn 9.90 50.10 63.40 | 50.50
Cu 0.74 0.49 1.51 0.81
Ca 0.64 10.48 5.80 9.30
Mg 0.03 2.09 0.50 1.12
Al | © d”r‘no_LC 000 | 000 | 000 | 0.00
SB 0.71 12.87 6.50 10.86
T 3.01 17.70 11.30 | 15.86
Vv % 23.60 72.40 57.50 | 68.50
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