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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 O Nordeste brasileiro ocupa 1.600.000 km² do território nacional e a área de maior 

incidência das secas estende-se por 980.000 km
2
; é o semiárido propriamente dito com 22 

milhões de habitantes. Em função das condições ambientais, a pecuária tem se constituído ao 

longo do tempo em uma das principais atividades econômicas e desempenha um papel 

importantíssimo no sistema agropecuário da região. Segundo dados do IBGE (2008), o Nordeste 

apresenta um rebanho de 28.851.880 cabeças de bovinos, 9.378.514 cabeças de ovinos e 

8.521.688 cabeças de caprinos, representando, respectivamente, 14,3%, 56,4% e 91% do rebanho 

brasileiro. Um dos maiores entraves tecnológicos para o êxito da pecuária é a produção de 

forragens para os rebanhos. O uso de algumas espécies vegetais já adaptadas ao semiárido, 

certamente pode minimizar a escassez de forragens na estação seca. 

 Nos últimos anos, a palma forrageira voltou a ser cultivada em larga escala, 

principalmente nas bacias leiteiras, constituindo-se numa das principais forrageiras para o gado 

na época seca (Santos et al 2002). Estima-se que o Brasil tem a maior área plantada do mundo, 

em torno de 500 a 600 mil hectares, com Pernambuco respondendo por cerca de 30% desse total 

(Ferreira 2005; Santoset al 2006). Nos últimos anos, no entanto, vem ocorrendo o aumento de 

danos causados por pragas e doenças e ainda são muito escassas as pesquisas para controle, o que 

resulta em sérios efeitos negativos sobre a produção de forragens. Atualmente, a principal praga é 

a cochonilha do carmim (Dactylopius opuntia), um pequeno inseto parasita, específico das 

espécies de cactáceas Opuntia spp. e Nopalea (Flores-Flores e Tekelenburg 2001). Uma área 

estimada de 150 mil hectares já está infestada e presume-se que a alternativa para combater o 

problema na região Nordeste seja a utilização de novas espécies ou cultivares resistentes 

(Pimienta-Barrios e Muñoz-Urías 2001). 

 Neste cenário, a cultivar Orelha de Elefante Mexicana (Opuntia stricta Haw.) tem se 

destacado como resistente e produtiva e vem sendo plantada em alguns estados do Nordeste do 

Brasil pelos agricultores (Santoset al 2002; Lopes 2007). Esse cultivar teve sua resistência 

evidenciada por institutos de pesquisa dos estados da Paraíba (EMEPA) e de Pernambuco (IPA e 

UFRPE), mas o maior entrave para adotar essa alternativa, mais eficiente e ecologicamente 

correta do que a utilização de agroquímicos, reside na limitada disponibilidade de material de 

cultivo, pois para plantio comercial em espaçamento adensado, são necessárias 40.000 mudas por 

hectare e o sistema convencional de propagação da palma é lento, dificultando também o 
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lançamento de novas cultivares (Vasconcelos et al 2007). Por essas razões, técnicas de cultura de 

tecidos vegetais in vitro têm sido aplicadas com êxito em várias espécies de opuntias (Frota et al 

2004), para obtenção de um sistema eficiente de multiplicação da palma forrageira. 

 A utilização de biorreatores, por exemplo, é uma técnica da micropropagação que tem 

trazido grandes vantagens em culturas como cana-de-açúcar, bananeira e abacaxizeiro em relação 

à micropropagação convencional (Lemos 2009a). O emprego de biorreatores em substituição a 

outros tipos de frascos de cultura é uma alternativa que permite, principalmente, reduzir o custo 

das mudas in vitro e acelerar a produção. Neste sentido, a utilização de mão de obra é bem menor 

com o sistema de imersão temporária (SIT), pois para a mesma quantidade de plantas são 

necessários, aproximadamente, 25 vezes mais frascos para inoculação no sistema convencional. 

Além do que no SIT, os multibrotos resultantes ao final da fase de multiplicação não precisam ser 

subdivididos antes de serem transferidos para a fase de alongamento/enraizamento, resultando em 

economia de mão de obra, que no sistema convencional chega a 70% do custo de produção da 

muda (Teixeira 2006). Além disso, o SIT possibilita que uma maior superfície dos tecidos 

vegetais tenha contato com o meio de cultura, potencializando seu crescimento e 

desenvolvimento e uma vez que o contato não é permanente, reduz o problema freqüente de 

hiperidricidade dos tecidos, evidenciado em cultivos estáticos em meio líquido. 

 A hiperidricidade é uma anomalia fisiológica que ocorre apenas em tecidos vegetais 

cultivados in vitro e tem sido associada a vários distúrbios metabólicos. Flutuações metabólicas 

que geram anomalias fisiológicas são resultantes de alterações no equilíbrio em consequência de 

uma condição estressante. Os tecidos hiperídricos normalmente apresentam uma ampla série de 

efeitos paralelos, tais como hipoxia e estresse oxidativo (Piqueraset al 2002; Saheret al 2005). 

 O estresse oxidativo é caracterizado pela quebra da homeostase redox, ou seja, quando a 

concentração de espécies reativas de oxigênio (ERO), supera a capacidade antioxidativa das 

células. Sob condições estressantes, as células sofrem um aumento na geração de espécies 

reativas de oxigênio (ERO), tais como o radical superóxido (
•
O2

-
) e o peróxido de hidrogênio 

(H2O2). As ERO causam danos oxidativos aos lipídios de membrana, proteínas e ácidos 

nucléicos. O sistema de defesa antioxidativo das plantas é constituído por várias enzimas além de 

compostos não enzimáticos que funcionam como removedores de ERO. As peroxidases (POD) e 

catalases (CAT) estão entre as enzimas que atuam na prevenção e diminuição dos efeitos do 

excesso de ERO, por meio da redução do H2O2 a água (Sreedharet al 2009). A desintoxicação de 
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ERO previne os danos celulares que podem causar interrupção de funções celulares, acarretando 

perda da capacidade morfogênica e finalmente morte celular (Hirt e Shinozaki 2003). O 

metabolismo antioxidante tem se mostrado importante na determinação da capacidade das plantas 

para sobreviver ao estresse in vitro (Dewir et al 2006). 

 A micropropagação de plantas em biorreatores depende do melhor entendimento das 

respostas bioquímicas e fisiológicas dos vegetais aos sinais do microambiente de cultivo, além da 

otimização das condições físicas e químicas de cultura para controlar a morfogênese de plantas 

em sistemas de cultivo líquido (Mehrotra et al 2007). Os mecanismos que regulam o balanço 

redox e mantêm a homeostase nas células das plantas incluem as respostas celulares para ERO 

em função do seu papel na sinalização de processos fisiológicos e bioquímicos do 

desenvolvimento (Hirt e Shinozaki 2003), nos quais as ERO podem participar inclusive como 

marcadores do estresse apontando os fatores que limitam ou alteram a morfogênese in vitro. 

 Esta pesquisa visacaracterizar respostas metabólicas e morfofisiológicas da cultivar 

Orelha de Elefante Mexicana de Opuntia stricta Haw, submetida a diferentes formas de cultivo in 

vitro, por meio de mensurações bioquímicas e fisiológicas, contribuindo para a propagação deste 

gênero e, consequentemente, para uma melhoria significativa no potencial agropecuário e 

econômico das zonas áridas e semiáridas, principalmente, do Nordeste brasileiro. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Semiárido brasileiro: realidades e desafios 

 Em termos geográficos, o semiárido brasileiro está situado, principalmente, na porção 

central da região Nordeste e é um dos maiores e mais populosos do mundo, com 21 milhões de 

habitantes distribuídos no todo ou em parte de 1.133 municípios, em nove estados numa área de 

aproximadamente 969.589,4 km². O Estado de Pernambuco, com quase 100 mil km², possui mais 

de 85% dessa área caracterizada como semiárido, o que torna a maior parte dos 310.000 

estabelecimentos agrícolas do Estado passíveis dos fatores bióticos impostos por este tipo de 

ambiente (IBGE, 2008). 

 Do ponto de vista hídrico, o semiárido brasileiro possui média pluviométrica de 800mm 

por ano, além de uma pequena parcela com média anual inferior a 400mm. O déficit hídrico da 

região é explicado por fatores como: elevado potencial de perda de água por evapotranspiração; 

má distribuição das chuvas no tempo e no espaço; carência de rios perenes que possam garantir a 

qualidade e a quantidade da água, sequer minimamente necessárias para as populações locais; 

baixo nível de aproveitamento das águas de chuva; opção pela tecnologia de grandes açudes, com 

grandes espelhos de água que facilitam a evaporação (Cavalcanti et al 2007). Segundo Batista et 

al (2001), considerando somente as precipitações pluviais e a distribuição destas no decorrer do 

ano, destacam-se no Brasil as regiões semiáridas com período de seca igual ou superior a seis 

meses por ano e precipitações médias anuais menores que 800 mm. Nesta classe, situa-se 50% da 

área do Nordeste brasileiro. 

 A reduzida disponibilidade hídrica assim como a estacionalidade da produção são fatores 

que limitam a capacidade produtiva nos agroecossistemas da região semiárida, onde a pecuária 

apresenta-se como a atividade principal da população rural, associada à produção de alimentos 

em sistema familiar (Nascimento 2008). Em razão das incertezas climáticas e do fenômeno das 

secas periódicas no Nordeste do Brasil, as cactáceas, graças às suas características fisiológicas de 

economia no uso da água, representam uma fonte de suprimento de água e uma alternativa de 

alimento para os rebanhos do semiárido. 

As cactáceas do gênero Opuntia (as opuntias), conhecidas principalmente como palma 

forrageira, satisfazem várias das exigências climáticas e ambientais descritas acima (Hoffmann 

2001). Elas desempenham um papel importante no Nordeste brasileiro na produção de forragem 

para o gado, além de um grande potencial, já explorado em outros países, em projetos de 
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preservação do solo para zonas áridas, produção de frutas e hortaliças para consumo humano, 

biomassa para fins energéticos (combustível ou biogás), cochonilha para a produção de carmim e 

inúmeros subprodutos como queijo vegetariano, bebidas, remédios e cosméticos (Sáenz et al 

2006; Chiacchio et al 2006). 

A palma forrageira é importante para a economia de zonas áridas, não só para a 

subsistência, mas também para uma agricultura orientada para o mercado. É possível que sua 

importância aumente com as alterações climáticas esperadas. Vários testes de simulação para 

detectar áreas potenciais de cultivo e para prever os possíveis efeitos em termos de produtividade, 

com o aumento da concentração de CO2 na atmosfera, mostraram que a palma forrageira pode 

desempenhar uma função muito mais importante no futuro dos sistemas agrícolas de regiões 

áridas e semiáridas. O efeito estufa (devido principalmente a uma maior concentração de CO2 na 

atmosfera) levará a uma maior expansão e produtividade da espécie, pois estudos apontam que se 

a concentração de CO2 fosse duas vezes maior, haveria um aumento na eficiência do uso da água, 

associado a uma maior produção de biomassa em até 55% (Barbera 2001). A FAO (Food and 

Agriculture Orgarnization of the United Nations) reconhece este potencial das opuntiase sua 

importância para contribuir no desenvolvimento das zonas áridas e semiáridas, sobretudo nos 

países em desenvolvimento, por meio da exploração econômica de várias de suas espécies, com 

resultados benéficos para a conservação do meio ambiente e a segurança alimentar. Se considerar 

a porção de superfície terrestre árida e semiárida apta para cultivar estas espécies que requerem 

pouco aporte de água, pode-se compreender sua importância agronômica (Sáenz et al 2006). 

 O futuro das zonas áridas e semiáridas do mundo depende do desenvolvimento 

sustentável de sistemas agrícolas baseados numa seleção adequada de cultivos. Desta forma, os 

cultivos mais apropriados são os de fácil manejo, que podem suportar condições de escassez de 

água, altas temperaturas, solos pobres que exijam poucos insumos para que proporcionem 

alimento e/ou forragem para a pecuária, além do mais é importante que o produto ou seus 

subprodutos sejam apreciados e tenham valor no mercado (Barbera 2001). 

 Finalmente, a exploração de várias espécies de Opuntia spp. para forragem pode 

perfeitamente responder às necessidades econômicas e ambientais de regiões áridas e semiáridas, 

assim como de países pobres face às esperadas mudanças climáticas globais. Apesar das 

diferenças maiores ou menores de condições ambientais e sociais, bem como das características 

do gado de cada localidade, as opuntias são um produto muito relevante, tanto para atender as 
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necessidades nutritivas dos animais, como para a colheita e a armazenagem de água. Assim, 

poderiam ser amplamente utilizadas, não só por razões econômicas e ecológicas, mas também 

poderiam salvar grandes áreas da desertificação, graças às suas qualidades multifuncionais. Com 

certeza a erosão da terra, a super utilização dos pastos e a salinização poderiam ser reduzidas com 

sua disseminação (Barbera 2001). A história da palma forrageira e seus efeitos na estrutura social 

de vários grupos étnicos da América e de outros continentes ainda não terminaram. O aumento da 

falta de água em muitas regiões do planeta significa que essas plantas podem ter um futuro muito 

importante para a humanidade, devido à sua habilidade de produzir forragem sob condições de 

recursos hídricos limitados (Hoffmann 2001) 

2.2. Palma forrageira: aspectos gerais 

 As opuntias são nativas de diversos ambientes, desde abaixo do nível do mar nos desertos 

da Califórnia até elevações de mais de 4.700m nas montanhas do Peru. Essa diversidade 

ecológica sugere que há uma grande variabilidade do gênero, segundo maior na família 

Cactaceae, com mais de 170 espécies (Nobel 2001). De todas as cactáceas em sua distribuição 

original, asespécies forrageiras são mais difundidas no continente americano, enquanto que nos 

outros continentes só é comum encontrá-la de maneira cultivada. Todavia, em nenhum outro país 

a palma desempenha um papel tão importante como no México, onde está ligada de modo 

particular à sua história e da Mesoamérica, seu centro de origem genética, de modo que no 

escudo do México figura uma águia pousada sobre uma palma, significando sítio de palma que 

cresce sobre a pedra (Sáenzet al 2006). No Chile, a modernização da agricultura tornou possível 

a produção comercial da fruta de palma forrageira, e nas áreas centrais irrigadas se produz essa 

fruta com qualidade de exportação (Hoffmann 2001). 

No Brasil, a presença relevante da palma forrageira no polígono das secas no Nordeste já 

era relatada em meados da década de 60 (Metral 1965). Há relatos de que as espécies existentes 

no Brasil vieram para o Nordeste no começo do século passado pelas mãos de dois empresários 

da indústria têxtil: Delmiro Gouveia e Herman Lundgren. Isso por que, inicialmente, a palma 

serviria para alimentar uma cochonilha produtora de um corante para tingimento de tecidos.Como 

a cultura da cochonilha do carmim (Dactylopius coccus Costa) não teve êxito no Brasil, a 

cactácea importada com ela passou a ser planta ornamental nos parques e jardins, até quando foi 

descoberta sua utilização como forrageira. Delmiro Gouveia, ao que tudo indica, foi o 
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responsável pela sua disseminação em Alagoas, depois de ter sido instalada na Fazenda Cobra, no 

município de Pedra, em Pernambuco (Santos et al 2002). 

 No Nordeste brasileiro encontra-se a maior área de palma cultivada do mundo, com 500 a 

600 mil hectares, distribuída nos Estados de Alagoas, Pernambuco, Paraíba, Ceará, Rio Grande 

do Norte, Sergipe e Bahia possibilitando, no período das secas, a alimentação de um rebanho de 

28.851.880 cabeças de bovinos, 9.378.514 cabeças de ovinos e 8.521.688 cabeças de caprinos, 

representando, respectivamente, 14,3%, 56,4% e 91% do rebanho brasileiro (IBGE 2008). 

Pernambuco responde por cerca de 30% do total desta área cultivada com palma (Ferreira 2005). 

Segundo Nascimento (2008), a disseminação da palma forrageira em Pernambuco teve como 

fator decisivo um decreto de um interventor pernambucano, mandando conferir prêmios aos 

plantadores de palma que obedecessem a certos requisitos estabelecidos. Apesar das diferenças 

maiores ou menores de condições ambientais e sociais, bem como das características do gado de 

cada localidade, as opuntias são um produto relevante, tanto para as necessidades nutritivas dos 

animais, como para a colheita e a armazenagem de água (Barbera 2001). 

 A evolução das espécies do subgênero Opuntia em ambientes áridos e semiáridos, onde 

diferentes situações ambientais impõem limitações à sobrevivência e à produtividade das plantas, 

provocou o desenvolvimento de características adaptativas em sua anatomia, morfologia e 

fisiologia. As raízes da Opuntia ficus-indicadiferem de outras plantas pelo fato de desenvolverem 

características xeromórficas que lhes permite sobreviver períodos prolongados de seca. Para 

evitar a perda de água em solo seco, as raízes finas se cobrem com uma camada relativamente 

impermeável à água ou, então, as raízes caem, formando uma camada de cicatrização. As 

Cactáceas se caracterizam pela presença de aréolas, que são as gemas axilares, geralmente com 

pêlos e espinhos, e a falta de folhas copadas. Sob condições ambientais adequadas aparecerão 

novos cladódios, flores e raízes a partir do tecido meristemático das aréolas. Quando o cladódio é 

jovem, a aréola se forma na base de podárias que apresentam uma estrutura verde subulada de 

vida curta que logo seca e cai, essa estrutura efêmera corresponde à folha. Os órgãos tipo caule 

com uma casca verde, conhecidos como cladódios, são suculentos e sua forma é tipicamente de 

oblonga a espatulada-oblonga. Enquanto a parte verde (clorênquima) contém os cloroplastos que 

têm a função principal da fotossíntese, a parte branca (parênquima) é mais do que um simples 

saco de armazenagem de água, já que é a fábrica química onde são produzidos os hormônios, 

alcalóides e outros compostos formados durante o metabolismo da planta (Hills 2001). 
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 A palma, em condições de estresse hídrico, utiliza a via fotossintética CAM (em inglês, 

crassulacean acid metabolism), a qual se caracteriza pela eficiência de uso da água. Estudos têm 

constatado valores de 50:1, ou seja, 50 kg de água para cada quilograma de matéria seca 

produzida, enquanto as plantas C3 e C4 apresentam eficiências por volta de 1000:1 e 500:1, 

respectivamente (Nascimento 2008). A chave para a conservação da água pela palma é a abertura 

noturna dos estômatos, resultando numa menor perda por transpiração durante a captação 

atmosférica do CO2. A transpiração envolve a evaporação da água que se encontra dentro dos 

órgãos fotossintéticos (cladódios e caules), cujos espaços internos de ar se saturam de vapor de 

água. A troca gasosa se dá pelos poros dos estômatos, no caso de O. ficus-indica eles ocupam 

apenas 0,5% da superfície da planta, mesmo quando estão completamente abertos, enquanto que 

os estômatos das folhas de plantas altamente produtivas do tipo C3 ou C4 ocupam duas ou três 

vezes mais em sua área foliar (Hills 2001). 

 Diante das mudanças climáticas globais, a palma forrageira será, num futuro próximo, 

uma planta valiosa, uma vez que seu mecanismo fotossintético especializado a torna mais 

eficiente que qualquer gramínea ou leguminosa na utilização de água para produção de matéria 

seca (Pimienta-Barrios e Muñoz-Urías 2001). 

A propagação da palma forrageira pode ser realizada por sementes ou estaquia. A 

reprodução por sementes,porém, além de apresentar baixo potencial de germinação,resulta em 

segregação genética, longa fase juvenil e diminuição da velocidade de crescimento das plantas 

(Llamoca-Zárate et al 1999). Já a propagação por estacas de cladódios demanda um grande 

número de propágulos, o que acarreta um sério problema por exigir grandes áreas para cultivo, 

gerando insuficiência de propágulos. Essa insuficiência favorece também o uso de cladódios 

doentes, desuniformes e fisiologicamente inadequados (Frota et al 2004). Este método apresenta 

baixo rendimento de mudas e pode disseminar pragas e doenças responsáveis por perdas de 

produtividade no campo. 

Neste sentido, a produção de mudas de opuntia livres de patógenos em larga escala tem 

sido um dos principais fatores limitantes ao desenvolvimento eficiente da cultura, visto que a 

propagação por métodos convencionais não é suficientemente adequada para atender às 

necessidades de quantidade e qualidade da cultura, dificultando também o lançamento de novas 

cultivares (Vasconcelos et al 2007), uma vez que no plantio comercial de palma forrageira, em 

espaçamento adensado, são necessários 40.000 cladódios por hectare. 
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A propagação em massa através da cultura de tecidos é uma ferramenta importante nestes 

casos (Aliyu e Mustapha 2007). Por ser uma alternativa para a produção de mudas sadias em 

tempo e espaço reduzidos (Villalobos 2001). 

2.3. Cultura de tecidos vegetais 

A cultura de tecidos de plantas, ou cultivo in vitro de plantas, é um conjunto de técnicas 

que consiste no cultivo de células, tecidos ou órgãos (chamados de explantes) que são retirados 

de uma planta matriz e cultivados em laboratório sob condições físicas, químicas e nutricionais 

controladas. A micropropagação, também denominada de propagação vegetal in vitro, é a técnica 

de cultivo in vitro de aplicação mais rotineira e de maior impacto na agricultura. Com sua 

utilização, centenas de plantas podem ser formadas a partir de uma única matriz. Essa rápida 

multiplicação permite que os melhoristas possam introduzir novas cultivares mais rapidamente do 

que mediante a utilização da propagação convencional (Silva et al 2005). 

Inicialmente, a técnica de micropropagação para produção de plantas em larga escala foi 

explorada quase exclusivamente para plantas ornamentais mas, recentemente, ela tem sido 

estendida para várias espécies de expressão agrícola, florestal ou ecológica, tais como batata, 

banana, abacaxi, cana-de-açúcar, palmeiras e árvores, como o açaizeiro,o barbatimão e o 

eucalipto (França et al 1995; Oliveira e Silva 1997; Floriano 2004; Junghans e Souza 2009; 

Lemos 2009b). 

A morfogênese nas plantas é consequência da integração dos processos de divisão e 

diferenciação celular, os quais conduzem a uma estrutura organizada e característica (Handro e 

Floh 1990). Tais processos são controlados por uma variedade de sinais internos ou do ambiente, 

tais como os hormônios, capazes de modificar o crescimento e o desenvolvimento. A 

manipulação de nutrientes e reguladores de crescimento no meio de cultivo, permite estimular o 

desenvolvimento e crescimento de múltiplas gemas axilares. A fomação de três a quatro brotos de 

bananeira ou abacaxizeiro, por exemplo, pode ser obtido a cada quatro semanas de cultivo, o qual 

resulta numa produção de milhares de plantas de cada broto meristemático (Teixeira 2006). 

Experimentos feitos com cana-de-açúcar, bananeira e abacaxizeiro mostraram respostas no 

crescimento e desenvolvimento quando comparados diferentes sistemas de cultivo, onde 

houveram aumentos em torno de três a quatro vezes na biomassa total das microplantas, além da 

formação de novos brotos (taxa de multiplicação), variável em função da cultura, ter sido sempre 
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superior quando os explantes foram cultivados em sistemas de imersão temporária, quando 

comparados ao cultivo estático (Lemos 2009a). 

A primeira tentativa de propagação das cactáceas in vitro foi realizada por King em 1957 

e desde então os métodos de cultivo de tecidos têm sido aplicados para várias finalidades, como 

biossíntese de alcalóides, estudos morfogênicos e fisiológicos de micropropagação (Villalobos 

2001). Escobar et al (1986) desenvolveram um método de micropropagação muito eficiente para 

Opuntia amyclaea, que de acordo com o qual, desconsiderando prováveis perdas durante o 

processo, em 100 dias é possível obter 25.000 plantas provenientes de um cladódio de cerca de 

5cm. Para a obtenção dessa alta taxa de multiplicação, foram testadas diferentes concentrações de 

benziladenina (BA) em plantas resultantes dos cladódios com brotos diferenciados. Frota et al 

(2004), verificaram que o meio de cultura desprovido de BA proporcionou pouca ou nenhuma 

brotação, enquanto que em presença de BA foi possível o desenvolvimento de brotos em 

aproximadamente 25 dias depois de iniciado o cultivo. As seções longitudinais dos novos brotos 

foram expostas a concentrações maiores de BA, o que possibilitou o desenvolvimento de brotos a 

partir de gemas axilares pré-existentes. Levando em consideração possíveis perdas por 

contaminação e oxidaçãodo material in vitro, Vasconcelos et al (2007)relataram ser possível a 

obtenção de 8.910 plantas enraizadas em seis meses de cultivo, considerando uma contaminação 

de 10% e uma indução de 60% dos explantes inoculados e 60% dos brotos obtidos. 

A despeito das muitas vantagens, a micropropagação tem algumas limitações no seu uso 

industrial. A maior limitação é o alto custo de produção das plantas. A adoção de cultivo em meio 

líquido é uma das mais importantes medidas para a redução de custos no processo de 

micropropagação, tanto por dispensar a aquisição de agentes gelificantes como por promover 

umcontato mais próximo dos tecidos com o meio de cultura, que facilita a absorção de nutrientes 

e fitormônios e estimula a formação e o desenvolvimento de brotos e raízes (Mehrotra et al 

2007). 

O cultivo em meio líquido, apesar das vantagens apontadas, favorecea ocorrência de uma 

desordem fisiológica, típica do cultivo in vitro de plantas, e que é conhecida como síndrome da 

hiperidricidade, ou vitrificação. Esse fenômeno pode levar à perda irreversível da capacidade 

morfogênica e, consequentemente, do potencial regenerativo. Usualmente, tanto a atmosfera do 

recipiente quanto o meio de cultivo acumulam compostos que podem causar estresse e embora a 

maioria das culturas se adapte às mudanças das condições ambientais, algumas se tornam 
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anormais com um aspecto túrgido, translúcido, menos verde, aquoso, hipolignificado, enrugado e 

de aparência frágil e coloração verde clara, sintomas típicos de hiperidricidade (Sreedhar et al 

2009). A reduzida troca gasosa é um dos fatores que acarreta o excesso de umidade relativa e 

acúmulo de etileno, entre outros gases. 

Neste contexto, a utilização de sistemas de micropropagação em meio líquido com 

imersão temporária tem sido testado e utilizado em várias culturas e se mostrado vantajoso na 

prevenção da hiperidricidade de brotos e de folhas e redução dos custos de produção (Mehrotra et 

al 2007). 

2.4. Cultivo estático x sistema de imersão temporária (SIT) 

A micropropagação convencional é caracterizada pelo cultivo em recipientes geralmente 

pequenos contendo meio de cultura. A consistência do meio pode ser líquida ou semissólida. No 

cultivo em meio líquido há necessidade de aeração do meio que muitas vezes se faz mediante a 

utilização de mesas agitadoras que suportam os recipientes de cultivo. Esses sistemas 

impõemsérias limitações para a aplicação comercial. O emprego de biorreatores em substituição a 

outros tipos de frascos de cultura e a atividade de automação, baseada principalmente no cultivo 

vegetal via imersão temporária em meio de cultura líquido, podem reduzir os requerimentos 

laboratoriais e possibilitar o cultivo em larga escala. No sistema de imersão temporária, o tecido 

vegetal é banhado periodicamente com o meio nutritivoque é bombeado para o recipiente que 

contém os explantes e ao retornar para o recipiente que o armazena, promove a troca periódica da 

atmosfera do frasco de cultivo. Tudo isto resulta em melhor crescimento e multiplicação das 

plantas, além da formação de plantas com anatomia, morfologia e metabolismo adequados, 

capazes de sobreviver melhor às condições exvitro, sem a necessidade de longo período de 

aclimatização (Fogaça et al 2006). Essas inovações não só podem reduzir a quantidade de mão-

de-obra e reagentes, mas também possibilitar uma melhor morfogênese do material vegetal. 

A propagação em larga escala em SIT já foi relatada com sucesso para várias espécies, 

como bananeira (Alvard et al 1993), cana-de-açúcar (Lorenzo et al 1998), orquídea (Paek et al 

2001) e abacaxizeiro (Escalona et al 1999), com taxa de multiplicação sempre superior à 

micropropagação convencional. 

Neste sentido, vários trabalhos de pesquisa têm sido divulgados quanto à utilização dos 

diferentes sistemas de cultivo, buscando comparar o desenvolvimento e o crescimento vegetal. 

Segundo Teixeira (2002), já em 1952, Steward e colaboradores demonstraram que raízes de 
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cenoura imersas em meio líquido não apresentavam crescimento satisfatório e concluíram que se 

devia a deficiência de oxigenação do meio de cultura. Visando contornar esse problema, eles 

desenvolveram um equipamento que promoveu uma imersão temporária dos segmentos de raiz 

via movimentação rotacional dos frascos, de tal forma que os segmentos de raiz eram expostos ao 

ar e, no momento seguinte, submersos no meio líquido, possibilitando um aumento da matéria 

fresca de 38,1mg em meio gelificado para 98,6mg em meio líquido. A partir daí, novos 

equipamentos de cultivo em imersão temporária foram desenvolvidos, com o RITA
®
-Recipiente 

de Imersão Temporária Automatizado (Alvard et al 1993) e o BIT- Biorreator de imersão 

temporária (Lorenzo et al 1998), sendo o segundo o mais utilizado atualmente. 

Desde então, várias pesquisas vêm sendo desenvolvidas comparando os sistemas de 

cultivo e suas variantes, avaliando a morfogênese vegetal. Fogaça (2006) comparou a eficiência 

do meio gelificado e do biorreator de imersão temporária (BIT) visando à propagação em massa 

de Agapanthus umbellatus var minor. Apesar dos resultados semelhantes obtidos quanto a taxa de 

multiplicação, a utilização do BIT tendeu a ser superior em relação à qualidade e homogeneidade 

das partes aéreas produzidas, refletindo no melhor desempenho durante a aclimatização. Já 

Rodrigues (2006), em experimento realizado com Heliconia champneiana Griggs cv. Splash, 

pesquisou intervalos de uma, quatro, seis e oito horas entre imersões de cultivo e os comparou 

com o método convencional, concluindo que intervalos menores, uma e quatro horas, entre 

imersões geraram respostas morfológicas superiores, demonstrando melhor eficiência da imersão 

temporária na produção de brotos. Os maiores intervalos, no entanto, não promoveram o mesmo 

desempenho, o que indica que o sucesso não depende só do tipo de sistema adotado, mas também 

da metodologia e protocolo aplicados. Silva et al (2007) pesquisaram a micropropagação in vitro 

de abacaxizeiro em larga escala e compararam a micropropagação convencional estática em meio 

sólido e líquido com a micropropagação em biorreator com freqüências entre imersões de cultivo 

de zero (imersão permanente), duas, quatro e oito horas, além de diferentes frequências na 

aeração. Os dados mostraram que a imersão das plantas a cada duas horas (maior freqüência de 

imersões testada) proporcionou maior número, altura e massa de matéria seca dos brotos de 

abacaxizeiro,concluindo em suas condições, que o SIT é o método mais eficiente na 

micropropagação de abacaxizeiro em larga escala. Assim como Lemos et al (2001) obtiveram 

melhor resultado em micropropagação de bananeiras cv. Terra com o ciclo de imersão a cada 4 

horas (maior freqüência de imersões testada), observando que as microplantas apresentaram 
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produção de biomassa de 2,86 vezes maior e 2,20 vezes mais brotos do que no sistema 

convencional. 

Recentemente, a micropropagação de cana-de-açúcar, uma espécie C4, tem sido estudada 

em biorreatores no sistema de imersão temporária, focando no metabolismo do carbono, com 

ênfase no estresse oxidativo associado a esta técnica de micropropagação. Onde tem sido 

evidenciado o melhor preparo das mudas provenientes do SIT para lidar com o estresse da 

aclimatização (Aragón et al 2009). 

A utilização do SIT, no entanto, não tem sido mais abrangente devido à ausência de 

protocolos estabelecidos. Até o momento é inexistente na literatura protocolos ou mesmo 

pesquisas envolvendo o cultivo de plantas do gênero Opuntia em sistema de imersão temporária. 

No ajuste de protocolo é importante garantir bons índices de multiplicação e reduzida ocorrência 

de desordens fisiológicas, como o estiolamento, o albinismo e as alterações morfogenéticas. As 

principais desvantagens na utilização de biorreatores, em sistema de imersão temporária, têm sido 

a variação no tamanho das mudas formadas gerando desuniformidade na aclimatização, a 

contaminação microbiana que pode afetar milhares de plantas em um único recipiente, a 

recalcitrância e a hiperidricidade dos explantes. 

2.5. Estresse oxidativo 

Nos cultivos desenvolvidos até a década de oitenta não se faz nenhuma referência ao 

controle ambiental no desenvolvimento das plantas in vitro (Majada e Sanchéz-Tamés 2004). 

Desde a inoculação in vitro e ao longo dos sucessivos subcultivos, as plantas, ou mais 

frequentemente os explantes, são submetidos sucessivamente e/ou simultaneamente a condições 

de cultivo incomuns quando comparadas com os ambientes em casa de vegetação e no campo 

(Gaspar et al 2002). As taxas de crescimento, desenvolvimento e muitas das características 

fisiológicas e morfológicas das plantas formadas in vitro são influenciadas pelo ambiente físico, 

químico e gasoso dos recipientes (Kozai et al 1997). De acordo com Keevers et al (1995), muitas 

aberrações na cultura de tecidos de plantas são causadaspor estresse oxidativo. 

O modelo de biorreator que utiliza o sistema de imersão temporária, além de usar meio 

líquido, no qual o material vegetal tem uma maior superfície de contato com o meio de cultura, 

faz com que o tecido vegetal não permaneça em contato permanente com o mesmo, assegurando 

a aeração do sistema e reduzindo a frequência de ocorrência de hiperidricidade (George 1996; 

Teixeira 2006; Silva et al 2007). Por outro lado, Ziv (2005) afirma que a hiperidricidadeéo 
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principal problema relacionado ao uso de biorreatores. Fatores como o tempo e a frequencia de 

imersão, que variam de acordo com a espécie, influenciam no desempenho domaterial vegetal no 

SIT. Um tempo muito longo de imersão para determinada espécie pode proporcionar 

hiperidricidade ou até mesmo falta de oxigenação das plantas (Ettienne e Berthouly 2002). 

A síndrome da hiperidricidade, também conhecida como vitrificação pelos aspectos 

vítreos dos tecidos vegetais em cultivo in vitro, pode ser decorrente ou estar relacionada a danos 

causados por estresse oxidativo imposto ao tecido vegetal durante a preparação do explante, e ao 

longo do cultivo in vitro, devido à composição dos meios de cultura e dos fatores ambientais 

(Camara e Willadino 2005). 

A hiperidricidade designa más formações afetando frequentemente brotos de plantas 

durante sua propagação vegetativa, sendo responsável pelo inibido crescimento e atraso 

substancial durante e depois do cultivo in vitro (Kevers et al 2004; Etienne et al 2006). A 

hiperidricidade tem sido um problema genérico também em cultivos contínuos ou em larga escala 

de plantas in vitro e pareceestar associada aos vários distúrbios metabólicos, mudança na matriz 

de proteinase e, principalmente, alterações nas vias de resposta ao estresse (Sreedhar et al 2009). 

O estresse oxidativo origina-se de um desbalanço na geração e remoção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) dentro das células. Os estresses ambientais bióticos e abióticos não 

apenas promovem a geração de ERO, mas também iniciam mecanismos de sinalização de defesa 

que, se tiverem sucesso, começam com a indução da geração de ERO, continuam com a indução 

de respostas de defesa e terminam com a remoção de ERO para restabelecer o balanço redox e 

promover a sobrevivência das células (Hirt e Shinozaki 2003). 

As plantas, quando sujeitas a estresses ambientais, têm o balanço entre a produção de 

ERO e a atividade de antioxidantes aumentada, resultando em prejuízos oxidativos. Plantas com 

elevados níveis de antioxidantes, constitutivos e induzidos, têm mostrado maior resistência ao 

estresse oxidativo. Mais recentemente, alguns experimentos têm sido realizados com o objetivo 

de esclarecer o papel do estresse oxidativo na morfogênese vegetal (Konieczny et al 2008; 

Meratan et al 2009; Blazquez et al 2009). 

Sob condições estressantes, as células sofrem um aumento da geração das espécies 

reativas de oxigênio, tais como o radical aniônico superóxido (O2
-
) e o peróxido de hidrogênio 

(H2O2). A geração de ERO tem sido associada com oxidases na membrana plasmática e com o 

transporte de elétrons do cloroplasto e mitocôndria, além da fixação e transferência de energia 
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por pigmentos fotossintéticos, afetando membranas e a estrutura celular (Laloi et al 2004; Ye et 

al 2006; Xu et al 2008). O aumento da concentração de ERO intracelular cria condições 

citotóxicas, incluindo dano oxidativo a lipídios, proteínas e ácidos nucléicos e perturbações das 

funções celulares, levando finalmente a célula à morte (Dat et al 2000; Hirt e Shinozaki 2003). 

As células possuem uma série de mecanismos antioxidantes para remover as ERO, que 

incluem a via enzimática e a não enzimática. Antioxidantes não enzimáticos incluem ascorbato (a 

vitamina C), glutationa, α-tocoferol (vitamina E),flavonóides, alcalóides e carotenóides (Hirt e 

Shinozaki 2003). 

Algumas enzimas atuam em rotas determinantes na resposta antioxidativa ao estresse. As 

peroxidases (POD - EC 1.11.1.7) fazem parte da Classe III da superfamília de heme-peroxidases 

que são as peroxidases secretórias encontradas nos vegetais (De Gara 2004). As POD apresentam 

um número muito grande de formas isoenzimáticas e são responsáveis por uma infinidade de 

funções fisiológicas, dentre as quais: rigidez da parede celular através da imobilização de 

extensina e ligações cruzadas da matriz de polissacarídeos (Iiyama et al 1994); deposição de 

lignina e suberina (Quiroga et al 2000; Pomaret al 2002); defesa contra a penetração de patógeno, 

ferimentos e outros estresses abióticos (Mclusky et al 1999; Bolwell et al 2002; Ros Barcelò et al 

2003); catabolismo da auxina (Gazaryan et al 1996); biossíntese de metabólitos secundários 

(Sottomayor e Ros Barceló 2003). 

As POD são continuamente encontradas em plantas superiores funcionando como 

desintoxicadoras rápidas do estresse induzido por H2O2, mediante a oxidação de compostos de 

natureza fenólica. As catalases (CAT) são hemoproteínas tetraméricas que estão entre as 

principais formas de defesa nas plantas e que iniciam uma rota fundamental na defesa 

antioxidante, reduzindo duas moléculas de peróxido de hidrogênio a água (H2O) e oxigênio (O2) 

(Sreedhar et al 2009). No desproporcionamento catalisado pela enzima, uma molécula de H2O2 é 

ligada ao grupo heme da enzima, onde ele é rapidamente convertido em oxigênio atômico e água, 

suportado por resíduos de aminoácidos da proteína da enzima. O átomo de oxigênio é 

temporariamente ligado ao átomo de ferro central dogrupo heme, e depois transferido de lá para a 

segunda molécula de H2O2 (Koolman e Roehm 2005). As catalases são enzimas de alta eficiência 

catalítica embora de baixa afinidade com o H2O2. Presentes em peroxissomos e glioxissomos, 

ainda não tiveram sua existência comprovada em cloroplastos e mitocôndrias (Noctor et al 2007). 
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Já as polifenoloxidases (PPO, EC 1.10.3.1) são proteínas que contém cobre que catalisam 

a hidroxilação e a degradação oxidativa de compostos fenólicos. Além do papel estrutural na 

parede celular, essas enzimas exercem uma função protetora contra a ação das ERO (Ali et al 

2006). A polifenoloxidase geralmente é elevada em tecidos infectados e tem grande importância 

para as plantas, com envolvimento nos mecanismos de defesa ou na senescência (Agrios 1997). 

Entre as polifenoloxidases encontra-se a tirosinase clássica uma enzima que não só exibe 

atividade monofenoloxigenase (EC 1.14.18.1), mas também exibe atividade o-difenol oxidase 

(EC 1.10.3.1.). Uma enzima hidroxilante da tirosina foi parcialmente purificada a partir de calos 

de Portulaca grandiphlora produtores de betacianina e caracterizada como uma tirosinase (EC 

1.14.18.1 e EC 1.10.3.1). Essa tirosinase catalisou a formação de L-(3,4-di-idroxifenil)-alanine 

(Dopa) e ciclo-Dopa, que são precursores centrais da biosíntese de betalaína (Fig 1) (Steiner et al 

1999). 

 

 
Fig 1. Esquema de reação da formação da betanidina por tirosina 

via Dopa. 1A - tirosinase hisroxilase (TOH); 1B – Dopa oxidase 

(DO); 2 – Dopa 4,5-dioxigenase. Fonte: Steiner et al 1999. 

 

Recentemente as betacianinas, pigmentos do grupo das betalaínas têm sido apontados 

como sequestradores de ERO, limitando danos causados por ferimentos e infiltração por 

patógeno em tecidos de plantas. As principais fontes de betacianinas são a beterraba vermelha 

(Beta vulgaris) e a palma forrageira (Opuntia spp) e nos últimos anos a biotecnologia tem sido 

utilizada para ativar o metabolismo secundário e aumentar os níveis de produção de metabólitos 

Dopaquinona Ciclo-Dopa 

Tirosinase Dopa 

Betanidina 

Ácido betamínico 4,5-seco-Dopa 
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do grupo das betalaínascom vistas a alcançar a viabilidade comercial da produção in vitro de 

betacianinas (pigmentos roxo-violeta) e betaxantinas (pigmentos amarelos) (Soriano-Santos et al 

2007). Os concentrados de betalaínas são utilizados como corantes naturais e a presença de 

ambos foi relatada em espécies do gênero Opuntia (O. ficus-indica e O. stricta) e outros gêneros, 

tendo sido explorados os processos de produção in vitrodesses compostos (Georgiev et al 2008). 

Este trabalho avaliou a expressão morfogênica e a capacidade propagativa da palma 

forrageira in vitro focalizando as respostas ao estresse oxidativo em diferentes sistemas de 

cultivo, utilizando como parâmetros componentes do sistema de defesa antioxidativo e o 

desenvolvimento biométrico do material vegetal. 
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Resumo: A Opuntia stricta Haw, cactácea de grande importância econômica como forrageira na região Nordeste do 

Brasil, foi submetida a distintos sistemas de cultivo in vitro e seu desempenho foi avaliado mediante variáveis 

fisiológicas e bioquímicas. Foram estabelecidos quatro diferentes sistemas de cultivo: sistema de imersão temporária 

(SIT), com baixa freqüência de imersões (imersão de um minuto a cada 48 horas); alta freqüência (imersão de cinco 

minutos a cada três horas); cultivo estático em meio semi-sólido (6,0 g.L
-1

 de ágar); cultivo estático em meio líquido. 

Os meios para indução de multiplicação in vitro constaram dos sais e vitaminas de Murashige e Skoog (1962) 

acrescidos de 30,0 g.L
-1

 de sacarose e 0,0; 0,25; 0,5 ou 1,0 mg.L
-1

 de 6-benzilaminopurina (BAP). As culturas foram 

mantidas em sala de crescimento com 25±2ºC, sob luz branca fria (40 μmol.m
-2

.s
-1

), com 16 horas de fotoperíodo. O 

desenho experimental foi o inteiramente casualizado com arranjo fatorial 4 x 4 (sistemas de cultivo x concentrações 

de BAP no meio). Após o cultivo in vitro, brotações de cada tratamento foram aclimatizadas. Análises bioquímicas e 

biométricas foram realizadas no material in vitro e biométricas no material aclimatizado. O cultivo estático em meio 

sólido, proporcionou mais estabilidade desde a multiplicação até a aclimatização das mudas, enquanto os sistemas 

com meio líquido apresentaram limitações em alguma das fases da micropropagação. A hiperidricidade e a presença 

de betacianina podem ser usadas como indicadores da qualidade fisiológica das mudas micropropagadas da Orelha 

de Elefante Mexicana e do seu potencial para aclimatização. 

Palavras-chave: morfogênese, estresse oxidativo, biorreaator, hiperidricidade. 

Abstract: The Opuntia stricta Haw, cactus of great economic importance as forage in northeastern Brazil, was 

subjected to different in vitro systems and their performance was assessed by physiological and biochemical 

variables. We established three different cropping systems: temporary immersion system (TIS), with low frequency 

of immersion (immersion of one minute every 48 hours) and high-frequency TIS (immersion for five minutes every 

three hours); static culture in semi-solid medium (6.0 g.L
-1

 agar); static culture in liquid medium. The middle for 

inducing proliferation in vitro consisted of Murashige and Skoog (1962) salts and vitamins plus 30.0 g.L
-1

 sucrose 

and 0.0, 0.25, 0.5 or 1.0 mg.L
-1

 6-benzilaminpurine (BAP). Cultures were maintained in a growth room with 25 ± 2 º 

C under cool white light (40 mol.m
-2

.s
-1

), with 16 hours photoperiod. The experimental design was completely 

randomized factorial arrangement with 4 x 4 (cropping systems x BAP concentrations in the middle). After 

cultivation in vitro shoots of each treatment were acclimatized. Biochemical and biometrics analysis were performed 

on the material in vitro and biometrics on the acclimatized material. The static culture on solid medium, provided 

more stability since the multiplication by the acclimatization of the seedlings, while the systems with liquid 

presented limitations in some stages of micropropagation. The vitrification and the presence of betacyanin can be 

used as quality indicators physiological of the Elephant Ear Mexicana and its potential for acclimatization. 

Keywords: morphogenesis, oxidative stress, bioreactor, vitrification. 
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Introdução 

 Em função das condições ambientais, a pecuária tem se constituído ao longo do tempo em uma das 

principais atividades econômicas e desempenha um papel importantíssimo no sistema agropecuário nos 98 milhões 

de hectares semiáridos do Nordeste brasileiro. A palma forrageira adapta-se muito bem às condições climáticas e se 

constitui em destaque nesta região, onde nos últimos anos a cultura ocupava cerca de 600 mil hectares, colocando o 

Brasil como o país com maior área plantada com palma do mundo (Ferreira 2005; Santos et al 2006). Nos últimos 

anos, no entanto, vem ocorrendo o aumento de danos causados por pragas e doenças, o que resulta em sérios efeitos 

negativos sobre a produção desta forrageira. A alternativa encontrada para a convivência com o problema instalado 

na região é a utilização de novas espécies ou cultivares resistentes (Pimienta-Barrios e Muñoz-Urías 2001). 

 A disponibilização de mudas de novas cultivares melhoradas para plantio em campo pode ser acelerada 

mediante a multiplicação in vitro, uma vez que a propagação da palma é lenta (Vasconcelos et al 2007). Ademais, a 

propagação vegetativa convencional favorece a disseminação de patógenos, enquanto na cultura de tecidos as plantas 

micropropagadas estão livres de microrganismos patogênicos, são uniformes, apresentam excelente condição 

fisiológica e podem ser disponibilizadas durante todo o ano (Grattapaglia e Machado 1998). 

 A utilização de biorreatores de imersão temporária com meio líquido para micropropagação é vantajoso, 

entre outros motivos, por prevenir desordens fisiológicas de tecidos hiperídricos e reduzir os custos de produção 

(Mehrotra et al 2007). 

 Durante o cultivo in vitro, os explantes e as plantas são expostos a uma ampla gama de condições de 

estresse causado, principalmente, por fatores abióticos e podem acarretar um estresse oxidativo que levem as 

desordens e anomalias morfofisiológicas. Algumas enzimas e alguns metabólitos têm se mostrado determinantes na 

resposta antioxidativa ao estresse (Cassel e Cury 2001). 

 Esta pesquisa buscou caracterizar respostas metabólicas e fisiológicas da cultivar Orelha de Elefante 

Mexicana de Opuntia stricta Haw, submetida às diferentes formas de cultivo in vitro por meio de mensurações 

bioquímicas e fisiológicas. Essas variáveis permitem a identificação de sistemas estressantes para as vitroplantas 

contribuindo para o estabelecimento de um protocolo de propagação in vitro para esta espécie. 
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Material e métodos 

 O experimento foi conduzido na Biofábrica Governador Miguel Arraes do Centro de Tecnologias 

Estratégicas do Nordeste – CETENE, em Recife, Pernambuco. Os explantes da cultivar Orelha de Elefante Mexicana 

da espécie de palma forrageira Opuntia stricta Haw foram provenientes de brotações induzidas in vitro a partir da 

coleta de cladódios jovens, com cerca de 15 cm de altura, formados em plantas matrizes mantidas em casa de 

vegetação (Fig 1). Os cladódios foram submetidos à desinfestação com álcool 70% por dois minutos, seguida da 

imersão em solução de hipoclorito de sódio 5% durante 15 minutos. A desinfestação foi finalizada com enxágues dos 

cladódios, duas vezes em água destilada e uma vez em solução de ácido cítrico 0,005%, ambas esterilizadas em 

autoclave a 121ºC durante 20 minutos. Em seguida, os cladódios foram excisados em câmara de fluxo laminar para 

extração de segmentos com cerca de 2 x 2 cm contendo uma aréola (gema axilar) (Fig 1). As aréolas foram 

introduzidas in vitro em meio de estabelecimento composto pelos sais e vitaminas de MS (Murashige e Skoog 1962) 

suplementado com 2,0 mg.L
-1

 de 6-Benzilaminopurina (BAP), 30 g.L
-1

 de sacarose e 6,0 g.L
-1

 de ágar. O pH do meio 

foi ajustado para 5,8 antes da esterilização do mesmo e dissolução do ágar. Os segmentos foram mantidos em sala de 

crescimento por 30 dias com irradiância de 40 μmol.m
-2

.s
-1

 fornecidos por luz branca fria, a 25±2ºC e com 16 horas 

de fotoperíodo. Após esse tempo, os brotos provenientes das aréolas (Fig 1), com cerca de 2,0cm, foram excisados 

horizontalmente na base e no ápice, formando cilindros individualizados que foram utilizados nos experimentos 

constituindo os explantes. Estes foram incubados nos cultivos estáticos (CE) e no cultivo em biorreatores em sistema 

de imersão temporária (SIT) (Fig 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig 1. Palma forrageira (Opuntia stricta Haw cv. Orelha de Elefante Mexicana) 

submetida a distintos sistemas de cultivo in vitro. Plantas matrizes mantidas em 

telado (A); cladódios jovens com destaque de algumas aréolas (quadros 

negros) (B); brotos, provenientes das aréolas, 30 dias após introdução in vitro 

em meio de estabelecimento semi-sólido (C); explantes submetidos a sistemas 

estáticos líquido (D) e semi-sólido (E) e em sistema de imersão temporária (F). 

 

A B C 

D E F 
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Biorreator de imersão temporária 

O sistema de imersão temporária é constituído por dois frascos conectados por tubos de silicone. Um dos 

frascos acondiciona o meio de cultura e no outro são incubados os explantes. Nesse sistema, o ar fornecido por um 

compressor é esterilizado ao passar por uma membrana de 0,22 μm (Millipore
®
), entra no frasco que contém o meio 

de cultura e essa pressão de ar bombeia o meio de cultura líquido fazendo com que chegue ao frasco que contém os 

explantes. O ar promove a renovação da atmosfera do frasco de cultivo. Após um tempo de imersão pré-estabelecido, 

ocorre reversão do processo: o meio nutritivo retorna ao frasco de armazenamento. A duração somada ao intervalo 

entre imersões (freqüência) variaram conforme o tratamento. A freqüência de imersões foi controlada por 

temporizadores eletrônicos e válvulas solenóides. 

Condições de cultivo in vitro 

 Foram estabelecidos quatro diferentes sistemas de cultivo: micropropagação em sistema de imersão 

temporária – SIT, com baixa freqüência de imersões (imersão de um minuto a cada 48 horas); SIT com alta 

freqüência (imersão de cinco minutos a cada três horas); micropropagação convencional estática em meio semi-

sólido (6,0 g.L
-1

 de ágar) (ES); micropropagação estática em meio líquido (EL) (Tabela 1). Os meios de cultivo para 

indução de multiplicação in vitro constaram dos sais e vitaminas MS acrescidos de 30,0 g.L
-1

 de sacarose e 0,0; 0,25; 

0,5 ou 1,0 mg.L
-1

 de BAP conforme o tratamento (Tabela 1). O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8. 

Tabela 1. Composição dos tratamentos a que foram submetidos os explantes de Opuntia 

stricta Haw cv. Orelha de Elefante Mexicana, quanto ao sistema de cultivo e a concentração de 

BAP no meio de cultura. 

SISTEMA DE CULTIVO 

BAP 

mg.L-1 (µM) 

0 (0) 0,25 (1,1) 0,5 (2,2) 1,0 (4,4) 

Imersão temporária de baixa frequência SB 0 SB 0,25 SB 0,5 SB 1 

Imersão temporária de alta frequência SA 0 SA 0,25 SA 0,5 SA 1 

Estático sólido ES 0 ES 0,25 ES 0,5 ES 1 

Estático líquido EL 0 EL 0,25 EL 0,5 EL 1 

 

 Cada tratamento contou com quatro repetições, cada uma delas com 10 explantes, totalizando 40 explantes 

(brotos) por tratamento no início do experimento. No sistema estático (líquido ou sólido) foram colocados dois 

explantes por frasco de 250 mL, com 30 mL de meio de cultura e cada repetição foi constituída por cinco frascos. No 

cultivo em SIT, foram colocados 10 explantes por biorreator de 5.000 mL, contendo 1.000 mL de meio de cultura. 

Cada repetição constou de um biorreator. As culturas, em ambos os sistemas, foram mantidas em sala de crescimento 

durante 90 dias, sem realizar subcultivos, com temperatura de 25±2ºC, sob luz branca fria (40 μmol.m
-2

. s
-1

) e com 

16 horas de fotoperíodo. 
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Coleta e preparo de amostras 

 Para as avaliações biométricas e bioquímicas foram realizadas amostragens de explantes, antes da 

submissão aos tratamentos indutores de multiplicação e de brotações tipo ―clusters‖ (agregados de brotos) após 90 

dias de cultivo. As amostras destinadas as análises bioquímicas foram imediatamente congeladas em nitrogênio 

líquido e conservadas em freezer a -20ºC, até o momento das análises. 

Material in vitro 

 Os explantes foram pesados no momento da inoculação junto com os recipientes, convencionais ou 

biorreatores. A massa dos recipientes era previamente conhecida e por diferença foi possível obter a massa fresca dos 

explantes no início dos tratamentos. Após 90 dias de cultivo, foram coletadas quatro brotações de cada repetição, 

aleatoriamente, e avaliaram-se os seguintes parâmetros biométricos com auxílio de paquímetro digital e balança 

analítica de precisão: número e altura (comprimento da base ao ápice) das brotações formadas iguais e superiores a 1 

cm, massa fresca de parte aérea e das raízes e teor de umidade da parte aérea. A massa seca, para determinação do 

teor de umidade, foi obtida após a secagem da parte aérea em estufa, pelo método gravimétrico rápido, a 135 ºC (± 

2ºC), deixando desidratar por uma hora, e esfriar em dessecador para posterior pesagem (Bezerra Neto e Barreto 

2004). 

 Ao final dos 90 dias de cultivo, brotações com coloração avermelhada foram coletadas e submetidas a testes 

qualitativos para verificação de betacianinas. Para obtenção do extrato a ser utilizado nos testes para verificação das 

betacianinas, dois gramas de material vegetal foram macerados em almofariz com cerca de um a dois gramas de 

celite. Com a finalidade de remove a clorofila, após a maceração, cerca de 30 mL de acetona 70% foi adicionada e 

homogeneizada. Em seguida, esse material foi filtrado e tranferido para um funil de separação ao qual foi adicionado 

clorofórmio na proporção 2:1 em relação ao volume do filtrado obtido. Após a separação das fases, a inferior 

(contendo pigmento verde) foi descartada e a superior (fase aquosa, contendo pigmento vermelho) foi utilizada nos 

testes para comprovar a presença de betacianinas de acordo com metodologia descrita por Harbone (1973). Os testes 

constaram de: teste 1- em um tubo de ensaio adicionar 2 mL do extrato da amostra e 2 mL de HCl 2 M, em seguida 

colocar o tubo em água fervente por 5 minutos; teste 2- em um tubo de ensaio adicionar 2 mL do extrato e em 

seguida gotejar lentamente a solução de NaOH 2 M; teste 3- colocar o extrato obtido numa cubeta e proceder a 

varredura em espectrofotômetro na faixa de 350 a 700 nm (espectro visível). 

 Foram coletados explantes e brotações, no início e após 90 dias de cultivo, respectivamente. Os extratos 

proteicos de cada tratamento foram preparados utilizando 0,5 g de matéria fresca, que foram macerados em almofariz 

resfriado. As amostras foram meceradas em nitrogênio líquido, 0,05g de polivinilpirrolidona (PVP) e quatro 

mililitros de solução tampão fosfato pH 7,0. A determinação da atividade enzimática e a dosagem de proteína foram 

feitas utilizando o sobrenadante obtido após centrifugação do extrato bruto por 10 minutos a 10.000 RPM e 4°C. Os 

sobrenadantes foram conservados em freezer a -20ºC. A leitura foi feita em espectrofotômetro, seguindo as 

metodologias ajustadas de Fatibello-Filho e Vieira (2002) para a determinação da peroxidase (POD), de Kar e 
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Mishra (1976) para a polifenoloxidase (PPO) e de Berrs e Sizer (1952) para a catalase (CAT). A quantificação de 

proteínas solúveis do sobrenadante obtido foi determinada pelo método de Bradford (1976). 

Estatística 

 O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em um fatorial 4 x 4 (quatro 

concentrações de BAP no meio de cultivo e quatro sistemas de cultivo) com quatro repetições por tratamento. Os 

dados da fase de multiplicação in vitro referentes ao número de brotos e a massa fresca média de brotos e raízes 

foram transformados por X = √X. Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados dos tratamentos quantitativos (concentrações de BAP) foram 

analisados por meio de regressões polinomiais, gerando equações para os parâmetros avaliados. As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa estatístico ASSISTAT 7.5 (Assis e Silva 2006). 

Aclimatização 

 Após o período de cultivo in vitro foram coletadas, ao acaso, 24 brotações de cada tratamento para 

aclimatização em bandejas de isopor contendo células, com 30 mL de volume cada, foram preenchidas com substrato 

comercial do tipo Basaplant
®
. As mudas foram mantidas em telado com irrigação uma vez por dia e nebulização 

periódica de cinco minutos a cada seis horas, visando manter o substrato úmido e a umidade relativa do ar em 70%. 

Três meses após a transferência das plantas para casa de vegetação, foi contabilizado o percentual de sobrevivência e 

realizadas medições de altura e biomassa das mudas.  



46 

 
Resultados e discussão 

 Observou-se efeito significativo para o fator sistemas de cultivo e para sua interação com o fator 

concentrações de BAP sobre os parâmetros biométricos avaliados, após 90 dias de cultivo in vitro da palma 

forrageira cv Orelha de Elefante Mexicana. Para o fator concentrações de BAP, que tem tratamentos quantitativos, 

foram ajustadas equações de regressão para os parâmetros avaliados. O coeficiente de variação foi menor que 35 % 

em todas as variáveis. 

 Quinze dias após a inoculação observaram-se brotações provenientes de gemas axilares pré-existentes em 

explantes de todos os tratamentos. O número de brotos foi menor nos tratamentos sem BAP independente do sistema 

de cultivo (Fig 2 e Tabela 2), confirmando o papel das citocininas na regulação da divisão celular e morfogênese em 

tecidos de plantas, induzindo a formação de brotos e a proliferação de gemas laterais, uma vez que quebram a 

dominância apical (Mok et al 2000; Srivastava 2002; Diopan et al 2009). Resultados similares foram constatados em 

diferentes culturas (Lemos et al 2001; Oliveira et al 2007; Mata-Rosas et al 2010). 

Fig 2. Número médio de brotos (NB) formados na multiplicação in vitro de 

Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante Mexicana em meio MS em sistema 

de imersão temporária de baixa (SB) e alta (SA) frequência e em sistema 

estático em meio sólido (ES) e líquido (EL), sob distintas concentrações de 

BAP. Equação referente ao polinômio da média. 

O estreito contato do tecido com o meio no sistema líquido facilita a absorção de nutrientes e fitormônios, 

levando a uma maior taxa de multiplicação. A supressão do agente gelificante do meio de cultura, a exemplo do ágar, 

além de favorecer a absorção dos componentes do meio contribui para a redução dos custos de produção das mudas 

micropropagadas em cerca de 70% (Junghans e Souza 2009) e este é um dos desafios na micropropagação de plantas 

em larga escala (Mehrotra et al 2007). 

 A adição de 0,25 mg.L
-1 

de BAP ao meio de cultivo no sistema EL promoveu a maior média de formação de 

brotos (40,25), superando a dos demais tratamentos. Nesse sistema (EL) o aumento da concentração de BAP levou a 

uma diminuição no número de brotações, embora tenha se mantido superior a maioria dos demais tratamentos 

(Tabela 2). O número de brotos formados no sistema estático sólido (ES = 33,25) foi bastante superior aos resultados 

registrados por Escobar (1986) e Vasconcelos et al (2007), que obtiveram em Opuntia amylacea e Nopalea 

cochenillifera, respectivamente, uma média 15 brotos por explante cultivado em meio sólido. Deve-se levar em 
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consideração que esses autores trabalharam com outras espécies de palma, realizaram corte longitudinal nos 

explantes e utilizaram meio de cultura de diferente composição. 

Tabela 2. Número médio de brotos (NB) formados na multiplicação in vitro de Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante 

Mexicana em meio MS em sistema de imersão temporária de baixa (SB) e alta (SA) frequência e em sistema estático em meio 

sólido (ES) e líquido (EL), sob diferentes níveis de BAP. 

Sistemas de 

cultivo 

BAP 

mg.L-1 (µM) 

0 (0) 0,25 (1,1) 0,5 (2,2) 1,0 (4,4) Média 

SB    1,0 B*  12,75 C      17,75 AB    16,5  BC 12,00 C 

SA  2,5 B    17,0   BC     9,0   B   7,75 C  9,06 C 

ES  1,0 B    30,25 AB    12,0   B 33,25 A 19,12 B 

EL 13,0 A  40,25 A    32,25 A    18,5  AB 26,00 A 

Média 4,37 25,06 17,75 19,00  

*Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade. 

A cultura de tecidos, como técnica de propagação vegetativa, necessita ser adaptada às necessidades das 

espécies e cultivares, pois estas diferem geneticamente entre si, podendo apresentar resultados diferentes sob as 

mesmas condições de cultivo (Fogaça et al 2006; Silva et al 2007). O uso de citocinina estimula a formação de parte 

aérea, entretanto seu excesso pode ser tóxico e resultar na inibição das brotações, conforme o sistema de cultivo e a 

disponibilidade de absorção pelo tecido vegetal. Esse efeito também foi observado por Fogaça et al (2006) em 

plântulas de Agapanthus umbellatus multiplicadas em concentrações acima de17,8 µM de BAP, as quais 

apresentaram sintomas de fitotoxidez e diminuiram severamente a emissão de brotações. O excesso de citocinina 

pode incrementar a ação da citocinina-oxidase, impedindo a atuação do fitormônio sobre a divisão celular e, 

consequentemente, inibindo a indução de brotações (Barrueto Cid 2000). Nos tratamentos em que foi maior a 

disponibilidade de BAP e o contato da citocinina com o tecido vegetal, como proporcionado pelos cultivos com alta 

frequência de imersão (SA) ou em sistema estático em meio líquido (EL), a queda na emissão de brotações, com o 

incremento da concentração de BAP, chegou aos 55%. Diminuindo a disponibilidade do BAP no meio, seja pelo 

acréscimo de ágar, como no tratamento ES, seja pela redução na frequência de imersão (SB), foi possível reduzir o 

efeito fitotóxico mesmo com o aumento da concentração de BAP no meio, como pode ser observado pela 

manutenção da taxa de emissão de brotos e pela menor ocorrência de hiperidricidade, como será discutido mais 

adiante. 

 A ausência do BAP favoreceu o aumento na altura dos brotos (AB) em todos os sistemas de cultivo (Fig 3). 

A altura média de 22,02 mm nos brotos cultivados sem BAP foi quase duas vezes superior aos valores obtidos 

quando os explantes foram mantidos em meio com as concentrações de 0,25 (12,77 mm); 0,50 (11,30 mm) e 1,0 

mg.L
-1

(12,45 mm) (Tabela 3). Aliyu e Mustapha (2007), trabalhando com Opuntia ficus–indica, registraram alturas 

de 12,2 e 12,3 mm nas concentrações de 1,0 e 1,25 mg.L
-1

 de BAP, respectivamente.Em diversas espécies tem sido 

observado que a exposição de explantes a alta concentração de BAP pode levar ao acúmulo de citocinina, o que inibe 

o crescimento da parte aérea (Malik et al 2005; Villa et al 2005; Lemos et al 2001). No cultivo em sistema estático 

com meio líquido (EL) a redução na altura dos brotos em função do acréscimo de BAP no meio de cultura foi menos 
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acentuada do que nos demais tratamentos (Fig 3), enquanto que no SA a altura dos brotos caiu cerca de 60% no 

tratamento com 1,0 mg.L
-1

de BAP em relação ao tratamento sem a citocinina neste sistema. 

Fig 3. Altura média de brotos (AB) formados na multiplicação in vitro de 

Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante Mexicana em meio MS em sistema 

de imersão temporária de baixa (SB) e alta (SA) frequência e em sistema 

estático em meio sólido (ES) e líquido (EL), sob distintas concentrações de 

BAP. Equação referente ao polinômio da média. 

Vale salientar, entretanto, que no cultivo em SA sem BAP a altura dos brotos superou a de todos os demais 

tratamentos (Tabela 3). Ziv (2005) destacou a importância do cultivo líquido devido à disponibilidade de nutrientes e 

reguladores de crescimento, e salientou que o cultivo no biorreator pode ser mais eficaz no controle da proliferação e 

do potencial de regeneração devido ao contato direto das células da planta e agregados com o meio. 

Tabela 3. Altura média de brotos (AB) formados na multiplicação in vitro de Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante 

Mexicana em meio MS sob distintas concentrações de BAP e em sistemas de imersão temporária de baixa (SB) e alta (SA) 

frequência e em estático sólido (ES) e líquido (EL). 

Sistemas  

de cultivo 

BAP 

mg.L-1 (µM) 

0(0) 0,25 (1,1) 0,5 (2,2) 1,0 (4,4) Média  

SB    17,94 C*    10,78 BC 12,54 A 11,07 B 13,08 C 

SA  27,29 A 10,42 C 12,93 A 11,05 B   15,42 AB 

ES  23,08 B 13,42 B   8,0   B    12,53 AB   14,26 BC 

EL  19,78 C 16,45 A 11,74 A 15,16 A 15,78 A 

Média  22,02 12,76 11,30 12,45  

*Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade. 

 O tamanho dos brotos deve ser levado em consideração porque brotos com tamanho reduzido dificultam a 

individualização durante a repicagem e requerem mais tempo de permanência in vitro durante a fase de enraizamento 

(Lima e Moraes 2006), além do que a produção de brotos maiores pode proporcionar maior sobrevivência das mudas 

durante o processo de aclimatização (Escalona et al 1999). 

 No cultivo em sistema de imersão temporária de alta frequência (SA) a produção de matéria fresca dos 

brotos (MFB) superou os demais tratamentos na maioria das concentrações de BAP (Fig 4). Considerando as médias 

de cada concentração de BAP, o maior valor de MFB (556 mg) foi obtido em brotos mantidos em meio sem BAP 

(Tabela 4). 
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Fig 4. Massa fresca média por broto (MFB) formado na multiplicação in 

vitro de Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante Mexicana em meio MS 

em sistema de imersão temporária de baixa (SB) e alta (SA) frequência e em 

sistema estático em meio sólido (ES) e líquido (EL), sob distintas 

concentrações de BAP. Equação referente ao polinômio da média. 

 Entre sistemas, o SA obteve a maior MFB em todas as concentrações de BAP no meio, com média geral de 

583 mg, alcançando 913 e 615 mg nas concentrações de 0,0 e 0,5 mg.L
-1

 de BAP no meio, ambos diferindo 

estatisticamente dos demais sistemas. Considerando que a massa fresca média dos explantes utilizados no início do 

experimento foi de 149 mg, o sistema SA proporcionou um aumento na massa fresca de até 6,13 vezes. Entre as 

médias de MFB dos sistemas de cultivo ES, EL e SB não houve diferença estatística significativa (Tabela 4). O 

sistema SA proporcionou incremento de até 542 mg (8,4 vezes maior) da variável MFB em relação ao sistema ES, na 

concentração de 0,5 mg.L
-1

 de BAP no meio. Tal sistema, através da eliminação do ágar, além de promover maior 

incremento de massa fresca, pode reduzir os custos da micropropagação, como ocorrido com cana-de-açúcar em 46% 

(Lorenzo et al 1998) e com abacaxi em 20% (Escalona et al 1999). 

Tabela 4. Massa fresca média por broto (MFB) formado na multiplicação in vitro de Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante 

Mexicana em meio MS sob distintas concentrações de BAP e em sistemas de imersão temporária de baixa (SB) e alta (SA) 

frequência e em estático sólido (ES) e líquido (EL). 

Sistemas de cultivo 

BAP 

mg.L-1 (µM) 

0 (0) 0,25 (1,1) 0,5 (2,2) 1,0 (4,4) Média 

SB     521 BC* 115 A 305 B   195 BC 284 B 

SA 913 A 264 A 615 A 541 A 583 A 

ES 570 B 182 A   73 C 124 C 237 B 

EL 220 C 248 A 245 B    388 AB 275 B 

Média 556 202 309 311  

*médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade. 

 Produções de biomassa mais elevadas em sistemas de imersão temporária têm sido descritas em várias 

culturas (Feuser et al 2001; Lemos et al 2001; Lemos 2009b), resultando em acréscimo de biomassa de 3 a 6 vezes 

em 3–4 semanas (Ziv, 2005). E altas frequências de imersão têm contribuído na elevação dos ganhos de matéria 

fresca como apresentado por Rodrigues et al (2006) em Heliconia champneiana Griggs cv. Splash, submetidas à 

freqüência de imersão a cada hora. Os autores atribuem estes resultados ao fato do maior contato do meio líquido 
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com os explantes, proporcionando uma maior área de absorção e, conseqüentemente, melhor aproveitamento do 

meio de cultura. Diferentemente, do sistema tradicional, onde o meio de cultura utilizado é semisólido, limitando a 

área de contato com o meio à base da planta. 

 A adição de BAP ao meio de cultura inibiu o enraizamento dos brotos, independente do sistema de cultivo 

(Fig 5). As brotações mantidas no tratamento ES sem BAP apresentaram a maior biomassa fresca de raiz. Após 15 

dias de tratamento, já havia presença de raízes nos explantes cultivados em meios isentos de BAP (Fig 6), ao passo 

que outros tratamentos em que houve formação de raiz elas surgiram aos 60 dias. 

Fig 5. Massa fresca de raízes (MFR) formadas na multiplicação in vitro 

de Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante Mexicana em meio MS 

em sistema de imersão temporária de baixa (SB) e alta (SA) frequência 

e em sistema estático em meio sólido (ES) e líquido (EL), sob distintas 

concentrações de BAP. Equação referente ao polinômio da média. 

 

 

Fig 6. Formação de raízes em brotos de Opuntia stricta Haw cv. Orelha de Elefante Mexicana 

regenerados a partir de gemas axilares pré-existentes em explantes cultivados em sistemas de imersão 

temporária (A, B) e estáticos (C – meio líquido; D – meio sólido) aos 15 dias após o início do cultivo 

em meio MS sem BAP. 

 

 As brotações cultivadas em meio MS com 0,25 mg.L
-1

BAPformaram raízes apenas quando mantidas no 

sistema estático. Quando o cultivo foi em meio sólido a biomassa fresca foi quase o dobro daquela das raízes das 

brotações em meio líquido. Nas demais concentrações de BAP não houve formação de raízes (Tabela 5). 

A B C D 
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Tabela 5. Massa fresca de raízes (MFR) formadas na multiplicação in vitro de Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante 

Mexicana em meio MS sob distintas concentrações de BAP e em sistemas de imersão temporária de baixa (SB) e alta (SA) 

frequência e em estático sólido (ES) e líquido (EL). 

Sistemas de cultivo  

BAP 

mg.L-1(µM) 

0(0) 0,25 (1,1) 0,5 (2,2) 1,0 (4,4) Média  

SB     26 C*  0 B 0 A 0 A  6 C 

SA   61 B  0 B 0 A 0 A 15 B 

ES  121 A 10 A 0 A 0 A 33 A 

EL   17 C  6 A 0 A 0 A  6 C 

Média 56 4 0 0  

*médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade. 

 O BAP ou seus metabólitos podem inibir o desenvolvimento radicular. Microestacas cultivadas em meio 

com BAP apresentaram elevada concentração de 6-Benzilaminopurina-9-glucosideo (BAP9G), um metabólito do 

BAP apontado como provável responsável pela inibição de enraizamentoe consequentes problemas de aclimatização 

(Malá et al 2009). A presença de citocininas é essencial para a indução da divisão celular no início da formação 

radicular (De Klerk et al 2001), mas em contraste com auxinas, níveis mais altos de citocininas inibem o 

enraizamento adventício (Bollmark et al 1988). Na cactácea Nopalea cochenillifera Salm Dyck a promoção do 

enraizamento dos explantes tem sido evidenciada em meio de cultura MS básico sem reguladores de crescimento 

(Vasconcelos et al 2007). 

 O teor de umidade nos brotos (UB) foi maior quando cultivados em sistema estático com meio líquido, 

independente da concentração de BAP (Fig 7). O meio líquido em biorreatores de imersão temporária combina a 

aeração dos tecidos, promovendo a renovação da atmosfera dos frascos de cultura, e o contato das plântulas com o 

meio de cultura líquido, com uma freqüência e tempo de imersão pré-estabelecidos (Fogaça et al 2006).  

 

Fig 7. Teor de umidade de brotos (UB) formados na multiplicação in vitro de 

Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante Mexicana em meio MS em sistema 

de imersão temporária de baixa (SB) e alta (SA) frequência e em sistema 

estático em meio sólido (ES) e líquido (EL), sob distintas concentrações de 

BAP. Equação referente ao polinômio da média. 
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Silva et al (2007) afirmaram que a absorção de água aumenta em função da disponidade no meio, entretanto, 

comparando o efeito isolado dos sistemas de cultivos nos tratamentos sem BAP, observa-se que os brotos cultivados 

em SIT com alta e baixa frequência apresentaram percentagem de umidade superior ao ES e inferior ao sistema EL, 

demonstrando que tanto a disponibilidade de água como a aeração do meio têm efeito direto no teor de umidade dos 

tecidos (Tabela 6). Os resultados obtidos indicam que no cultivo em meio líquido com sistema de imersão 

temporária, a troca gasosa existente a cada imersão deve proporcionar uma maior transpiração pelas brotações 

formadas e uma maior perda de água em relação aos brotos cultivados no sistema estático líquido. 

Tabela 6. Teor de umidade de brotos (UB) formados na multiplicação in vitro de Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante 

Mexicana em meio MS sob distintas concentrações de BAP e em sistemas de imersão temporária de baixa (SB) e alta (SA) 

frequência e em estático sólido (ES) e líquido (EL). 

Sistemas de cultivo  

BAP 

mg.L-1 (µM)  

0 (0,0) 0,25 (1,1) 0,5 (2,2) 1,0 (4,4) Média  

SB  96,9 B* 96,5 C 96,5 C 96,7 C 96,6 C 

SA  96,6 B 98,0 A 97,3 B 96,4 C 97,0 B 

ES  95,7 C 97,3 B 96,3 C 97,4 B 96,6 C 

EL  97,3 A 98,3 A 98,6 A 98,3 A 98,1 A 

Média  96,5 97,5 97,1 97,1  

*médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade. 

 No sistema SA, no qual a frequência e a superfície de contato das brotações com o regulador de crescimento 

é maior, a hiperidricidade surgiu em brotos cultivados a partir da menor dose de BAP (0,25 mg.L
-1

), enquanto que 

nos demais sistemas de cultivo só foram observados brotos hiperídricos na mais alta concentração de BAP (1,0 mg.
-

1
). Estes brotos apresentaram formato arredondado, translúcidos, parcialmente cobertos com um padrão irregular de 

podárias (estruturas efêmeras que correspondem a folha, que logo seca e cai) suculentas, aquosos e cloróticos, como 

descrito por Balen et al (2009) para a cactácea Mammillaria gracilis. Sem a presença do BAP no meio de cultura os 

brotos tiveram aspecto normal (talo cilíndrico e podárias finas) (Fig 8). A hiperidricidade é apontada como uma 

resposta a fatores de estresse simultâneos (Kevers et al 2004) que parece estar correlacionada com a disponibilidade 

de água e é desencadeada pelo desequilíbrio dos componentes do meio de cultura, em especial dos reguladores de 

crescimento (Joyce et al 2003). O elevado conteúdo de citocininas é uma das alterações bioquímicas encontradas em 

tecidos hiperídricos (Kevers et al 2004). Bornman & Vogelmann (1984) há muito relataram que os efeitos 

indesejáveis de uma condição hiperídrica podem ser suavizados reduzindo a dose de citocininas. 

 Apesar de o BAP ser apontado como uma das citocininas que exerce menor efeito na indução da 

hiperidricidade quando comparado a citocininas sintéticas derivadas de feniluréia como o tidiazuron – TDZ (Kadota 

e Niimi 2003), o aumento da concentração no meio e a maior disponibilidade de absorção pelos tecidos em cultivo 

contribuíram para o desenvolvimento da desordem fisiológica. Outro destaque para o efeito do BAP refere-se ao fato 

de que entre os diferentes sistemas sem a citocinina no meio de cultivo, mesmo havendo um maior teor de água nos 

brotos (sistema EL), nenhuma brotação apresentou hiperidricidade. O elevado conteúdo de água nos tecidos 
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hiperídricos é descrito por alguns autores como responsável pelo aumento no espaço intercelular que acarreta uma 

hipertrofia e o aspecto vítreo que sugere excesso de água (Delarue et al 1997; Picoli et a. 2001). 

 

 
Fig 8. Micropropagação da palma forrageira Opuntia stricta Haw cv. Orelha de Elefante Mexicana: 

aspecto visual de brotações, após 90 dias de cultivo, submetidas a diferentes sistemas de cultivo e 

concentrações de BAP no meio. 

 Os sintomas visuais de hiperidricidade podem ser um importante indicativo da qualidade das mudas 

depalma forrageira Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante Mexicana, pois os brotos identificados com 

características hiperídricas tiveram os menores percentuais de sobrevivência na aclimatização, como será discutido 

mais adiante (Tabela 8). A hiperidricidade é apontada como um dos maiores problemas na cultura de tecidos de 

plantas pelos efeitos negativos no vigor dos brotos e consequentes perdas impostas na transferência de plantas 

micropropagadas para as condições ex vitro. Na micropropagação comercial de plantas, existem relatos de que mais 

de 60 % dos brotos ou plantas cultivadas apresentaram hiperidricidade, o que reflete a intensidade deste problema 

(Wu et al 2009). 

 Os explantes que foram submetidos à presença de BAP, independente do sistema de cultivo, formaram 

brotos que exibiram pigmentação de cor violeta, principalmente nas podárias (Fig 8), que são normalmente verdes. 
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Os testes realizados com esses brotos confirmaram a presença de betacianinas nos tecidos da palma cultivada in vitro 

(Fig 9). As betacianinas são pigmentos violeta que pertencem a classe das betalainas (pigmentos vegetais 

nitrogenados, que compreendem também as betaxantinas, pigmentos amarelados ou alaranjados). Os brotos que 

exibiram coloração violeta foram submetidos a testes para confirmar a presença de betacianinas, conforme descritos 

por Harbone (1973). No primeiro teste a coloração avermelhada do extrato desapareceu após adição de HCl 2 M e 

aquecimento em banho Maria fervente por cinco minutos. No teste dois, a coloração mudou para o amarelo após ter 

sido acrescido NaOH 2M ao extrato, enquanto que, no teste três, após varredura em espectrofotômetro na faixa de 

comprimento de onda de 350 a 700 nm (espectro visível), o pico da absorbância foi de 0,652 no comprimento de 

539,50nm (Fig 9). Segundo Harbone (1973), os três testes são necessários e devem apresentar como características 

determinantes para a presença de betacianinas o desaparecimento da coloração, a modificação para a cor amarela e o 

pico máximo de absorbância na faixa de 532 a 554nm, respectivamente. 

 
Fig 9. Betacianinas: separação de fases entre as betacianinas (coloração violeta) 

hidrossolúveis e os pigmentos lipossolúveis (A); testes para comprovação da presença de 

betacianinas com a descoloração da cor padrão no teste 1 e alteração na coloração para o 

amarelo no teste 2 (B); no teste 3, com o detalhe da estrutura geral da betacianina, é 

possível visualizar o pico no ponto 2, com absorbância de 0,652 no comprimento de onda 

de 539,50 nm. 

 Em condições de campo, Castellar et al (2003) analisaram o conteúdo das betalaínas de três espécies do 

gênero Opuntia. Ambos os pigmentos, betacianinas e betaxantinas, foram identificados em frutos de O. undulata e 

O. ficus-indica, enquanto que em O. stricta, apenas betacianinas foram detectadas. Conforme o mesmo autor, entre 

as três espécies, a O. Stricta mostrou maior produção dos pigmentos com o maior teor de betacianina (0,08%). 

Georgiev et al (2008), em uma revisão sobre a produção de betalaínas em sistemas in vitro de plantas, relatam a ação 

dos reguladores de crescimento sobre a produção de betacianinas, e destacam que a influência dos reguladores varia 

A 

B C 
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conforme a cultura, nível de diferenciação celular, dose e tipo dos reguladores nos sistemas de cultivo in vitro. 

Moreno et al (2008) destacaram o peróxido de hidrogênio (H2O2), a luminosidade e a salinidade entre os fatores que 

causam acúmulo de betacianina, demonstrando a relação entre o estresse imposto as plantas e a produção desses 

metabólitos. Sepúlveda-Jiménez et al (2004) sugerem que espécies reativas de oxigênio (ERO) podem atuar como 

sinais capazes de induzir a síntese de betacianina que, por sua vez, podem atuar como sequestradores de ERO, 

limitando danos causados em tecidos de plantas. As tirosinases, enzimas do tipo das polifenoloxidases, catalisam a 

hidroxilação de fenóis para difenois (CE 1.14.18.1; monofenol: mono-oxigenase) e sua subsequente oxidação para o-

quinonas (CE 1.10.3.1.; o-difenol: oxigênio oxidoredutase) e estão especificamente envolvidas na biossíntese de 

betalaínas em plantas superiores (Kaim and Rall 1996; Steiner et al 1999). Uma função protetora pode ser atribuída a 

esta rota em muitas plantas em reação ao estresse (Strack et al 2003). O envolvimento da atividade da tirosinase na 

biossíntese de betalaínas também foi indicado pela detecção de transcritos de PPO correlacionados com acúmulo de 

betacianina em frutos de Phytolacca americana (Joy et al 1995). 

 A produção de betacianinas, evidenciada principalmente nas altas concentrações de BAP e no cultivo em 

SIT com alta freqüência (SA), pode ter sido a via de equilíbrio redox adotada pelos brotos submetidos a essas 

condições de cultivo, mas pode também ser uma sintomatologia do nível excessivo de estresse das plantas, uma vez 

que a aparente maior formação de betacianinas aconteceu em brotações de palma desenvolvidas no sistema SA com 

BAP e comprometeu a sobrevivência na etapa de aclimatização (Tabela 8). 

 Houve diferença significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey para o efeito isolado dos sistemas de cultivo e 

na interação entre este fator e as concentrações de BAP nas variáveis teor de proteína solúvel (PS) e atividades de 

catalase (CAT), peroxidase (POD), peroxidase do ascorbato (APX) e polifenoloxidase (PPO), aos 90 dias após a 

indução da multiplicação in vitro da palma.  De uma maneira geral, o teor de proteína foi mais elevado em brotos 

cultivados no sistema SA do que nos demais sistemas (Tabela 7). A presença de BAP no meio de cultura promoveu 

um acréscimo no teor de PS dos brotos no sistema SA enquanto que no cultivo em meio estático líquido (EL) o teor 

de PS caiu. Este resultado diverge daqueles descritos por Wu et al (2009), que observaram uma redução de 47,36% 

no teor de proteínas em brotações hiperídricas, semelhantes às brotações formadas no sistema SA com BAP no meio. 

Várias pesquisas constataram que estresses bióticos ou abióticos levam a uma alteração no padrão de expressão de 

proteínas das plantas, podendo ocorrer tanto a inibição quanto a indução da biossíntese de determinados constituintes 

protéicos (Soares e Machado 2007). Quando o sistema de defesa induzido é ativado, ele inclui a rápida geração de 

espécies reativas de oxigênio, alterações em polímeros da parede celular, síntese de metabólitos de baixo peso 

molecular e a produção de novas classes de proteínas relacionadas com a defesa celular (Shewry e Lucas 1997). 

 Em todos os tratamentos utilizados, a atividade das enzimas CAT, POD, APX e PPO foi superior nas 

brotações aos 90 dias de cultivo in vitro do que nos explantes no momento da inoculação. Desde a inoculação in vitro 

e ao longo dos sucessivos subcultivos, as plantas, ou mais freqüentemente os explantes, são submetidos sucessiva 

e/ou simultaneamente a condições ambientais e culturais incomuns que acarretam alterações nas vias metabólicas e 

incrementam a geração de ERO (Gaspar et al 2002; Misra et al 2010). As plantas possuem um complexo sistema 
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antioxidativo constituído por enzimas e metabólitos antioxidativos (Dewir et al 2006) que podem ser capazes de 

prevenir o acúmulo de ERO e o estresse oxidativo (Saher et al 2004). 

Tabela 7. Valores médios do teor de proteínas (mg.g-1 massa fresca) e das atividades específicas (U.mg-1 de proteína) da catalase 

(CAT), peroxidase (POD), peroxidase do ascorbato (APX) e polifenoloxidase (PPO) em explantes da palma forrageira Opuntia 

stricta Haw cv Orelha de Elefante Mexicana antes da inoculação e aos 90 dias de cultivo em sistemas de cultivo de imersões 

temporárias de baixa (SB) e alta frequência (SA) e estáticos sólidos (ES) e líquidos (EL) e com diferentes níveis de BAP no meio 

de cultura. 

Sistemas de 

cultivo 

Variáveis analisadas 

Proteína CAT POD APX PPO 

BAP  0 mg.L-1 (0 µM) 

SB   1,60 B* 60,45 A   25,28 AB 1045,73 A 552,72 A 

SA 3,14 A 24,10 B  6,81 C   618,91 C 258,08 C 

ES 1,84 B 54,01 A 28,74 A      871,65 AB   465,49 AB 

EL 2,24 B 23,76 B 20,60 B     840,41 BC 405,13 B 

BAP  0,25 mg.L-1 (1,1 µM) 

SB 3,36 A 33,30 B   8,70 C  593,62 C 225,69 C 

SA 3,07 A 34,40 B 16,13 C  498,09 C 326,68 C 

ES 1,75 B 27,49 B 32,71 B   854,27 B 447,73 B 

EL 1,03 B 71,94 A 55,63 A 1160,79 A 805,13 A 

BAP  0,5 mg.L-1 (2,2 µM) 

SB 2,46 B 52,62 A   7,60 C   631,48 B 370,82 B 

SA 4,05 A 24,96 B    11,95 BC   332,70 C 218,74 C 

ES 3,12 B 13,81 B 16,60 B     485,23 BC   284,42 BC 

EL 0,81 C 57,22 A 66,38 A 1091,37 A 965,38 A 

BAP  1,0 mg.L-1 (4,4µM) 

SB 1,95 B 53,80 A 23,61 B 815,11 A 405,39 A 

SA 4,73 A 27,24 C 11,43 C 357,69 B 221,62 B 

ES 1,91 B 43,66 B 24,10 B 849,69 A 452,13 A 

EL 1,47 B 45,16 B 39,08 A 946,52 A 482,84 A 

Sistemas de cultivo 

SB 2,15 B 50,04 A 16,30 C 771,48 B 388,65 B 

SA 3,75 A 27,68 C 11,58 D 451,85 C 256,28 C 

ES 2,16 B 34,74 B 25,54 B 765,21 B 412,44 B 

EL 1,39 C 49,52 A 45,43 A 1009,77 A 664,62 A 

EXPLANTES 4,43 12,03 6,01 330,18 197,79 

*médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade. 

 Nas concentrações de 0,5 e 1,0 mg.L
-1

 de BAP as brotações cultivadas no sistema SA apresentaram as 

menores atividades enzimáticas quando comparadas com as dos demais sistemas de cultivo (Tabela 7). Tem sido 

relatado que as atividades da superóxido dismutase (SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT) e peroxidase do 

ascorbato (APX) foram significativamente maiores em tecidos hiperídricos que em tecidos normais (Wu et al 2009). 

Por outro lado, as baixas atividades das enzimas antioxidativas das brotações do tratamento SA nas concentrações de 

0,5 e 1,0 mg.L
-1

 de BAP (Fig 10) coincidiram com a maior ocorrência de brotos hiperídricos (Fig 8), sugerindo que o 

nível de estresse nesses tratamentos superou a ação do sistema antioxidativo e favoreceu a síndrome de 

hiperidricidade. Problemas relativos à qualidade fisiológica de plantas, células, tecidos e órgãos cultivados in vitro, 

tais como hiperidricidade, têm sido diagnosticados como conseqüência de estresse oxidativo ocasionado por diversos 

fatores abióticos, que acarretam o acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ERO) (Cassels e Cury 2001). As 

enzimas e os metabólitos do sistema antioxidativo são bastante sensíveis às condições de estresse abiótico servindo 
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como sinalizadoras do estresse. O melhor entendimento das bases fisiológicas e bioquímicas da hiperidricidade em 

relação à reação ao estresse é de grande interesse para prevenir anormalidades (Wu et al 2009). 

Na ausência de BAP a atividade de CAT, POD, APX e PPO em brotações cultivadas no sistema ES foi 

maior que em brotações no sistema SA (Tabela 7) (Fig 10). As menores atividades enzimáticas encontradas em 

brotações do sistema SA sem BAP no meio coincidiram com maiores valores de altura e massa fresca de brotos, 

comprovando que este sistema foi mais favorável ao crescimento de brotações da palma in vitro e que o BAP foi o 

principal indutor de estresse ocasionando a hiperidricidade. 

Fig 10. Teor de proteínas solúveis (PS) e comportamento das atividades enzimáticas da catalase (CAT), 

peroxidase (POD), peroxidase do ascorbato (APX) e polifenoloxidase (PPO), na multiplicação in vitro da palma 

forrageira Opuntia stricta Haw cv Orelha de Elefante Mexicana, com diferentes níveis de BAP no meio de 

cultura e em sistemas de cultivo de imersões temporárias de baixa (SB) e alta frequência (SA) e estáticos 

sólidos (ES) e líquidos (EL). Equações referentes aos polinômios das médias. 

 O sucesso de um protocolo de regeneração in vitro depende diretamente da sobrevivência e 

desenvolvimento ex vitro das plantas micropropagadas (Joshi e Dhar 2003). Passados 90 dias da aclimatização, as 

PS 
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mudas provenientes dos sistemas SA, ES e EL em meio sem BAP apresentaram os maiores resultados de 

percentagem de sobrevivência (acima de 95%), altura e biomassa fresca em relação às mudas provenientes do 

sistema SB (Tabela 8). Dentre os diferentes sistemas com meio isento de BAP, o SA produziu as mudas que mais se 

destacaram na aclimatização quanto à altura e biomassa, com 11 mm e 2,14 g, respectivamente, a mais do que as 

mudas provenientes do sistema convencional ES (Tabela 8). 

Tabela 8. Percentual de sobrevivência ex vitro, altura e biomassa fresca por muda de palma forrageira Opuntia stricta Haw cv. 

Orelha de Elefante Mexicana micropropagada, 90 dias após a aclimatização. 

Sistema de cultivo 
BAP 

mg.L-1 (µM) 
sobrevivência % Altura média (mm) Biomassa média (g) 

Imersão temporária de 

baixa frequência (SB) 

0,0     (0) 79 43 ± 11,44* 2,05 ± 0,772* 

0,25(1,1) 96 46 ± 10,85 1,99 ± 0,794 

0,50(2,2) 58 44 ± 10,39 1,94 ± 0,853 

1,0 (4,4) 13 25 ± 14,97 0,78 ± 0,499 

Imersão temporária de 

alta frequência (SA) 

0,0     (0) 96 67 ± 28,23 5,06 ± 2,903 

0,25(1,1) 0 - - 

0,50(2,2) 0 - - 

1,0 (4,4) 0 - - 

Estático sólido (ES) 

0,0     (0) 96 56 ± 12,78 2,92 ± 1,068 

0,25(1,1) 83 43 ±7,86 1,71 ± 0,514 

0,50(2,2) 92 33 ±9,02 1,05 ± 0,476 

1,0 (4,4) 50 31 ±5,88 0,92 ± 0,367 

Estático líquido (EL) 

0,0     (0) 100 44 ±9,59 1,78 ± 0,554 

0,25(1,1) 58 31 ± 14,62 0,77 ± 0,567 

0,50(2,2) 25 24 ±8,66 0,93 ± 0,394 

1,0 (4,4) 4 28 ±5,00 0,48 ± 0,151 

* Desvio padrão 

 Bons percentuais de sobrevivência na aclimatização têm sido obtidos para cactáceas provenientes de cultivo 

estático sólido, apresentando 100 %, no entanto foram submetidos a meios de cultivo contendo auxinas como em O. 

ficus-indica proveniente de meio com ou sem ácido naftalenoacético (ANA) (Khalafalla et al 2007), enquanto que 

em O. ellisiana, o maior percentual foi obtido em mudas submetidas a diferentes meios indutores de enraizamento 

contendo ácido 3-indolbutírico (AIB) (Juaréz e Passera 2002). Já em Nopalea cochenillifera cultivada no meio MS 

sem reguladores de crescimento para enraizamento, as plantas apresentaram 100% de sobrevivência e comprimento 

médio de 5,11 cm no substrato comercial 30 dias após a aclimatização (Vasconcelos et al 2007). 

 A matéria fresca de raízes nos brotos ficou em torno de 2-3 % da biomassa e foi semelhante para todos os 

tratamentos, assim como os percentuais de matéria seca de parte aérea e de raízes, com médias de 20 e 50 %, 

respectivamente. Villalobos (2001) destacou que uma característica importante do sistema de micropropagação é a 

uniformidade de todos os indivíduos propagados através desse processo. Até os primeiros 30 dias da aclimatização, 

as plantas advindas de micropropagação apresentaram um talo cilíndrico, o que é característico de plântulas jovens. 
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Após esse período as plantas tomaram a forma achatada típica dos cladódios (Fig 11), assemelhando-se ao 

crescimento de plântulas provenientes de sementes (Escobar et al 1986). 

                                    
Fig 11. Micropropagação da palma forrageira Opuntia stricta Haw cv. Orelha de Elefante Mexicana. 

Tratamentos que proporcionaram brotos com melhores percentuais de sobrevivência (acima de 95%) na 

aclimatização: SB 0,25 (A), SA 0,0 (B), ES 0,25 (C) e EL 0,0 (D), nas fases de início de cultivo in vitro (1), 90 

dias de cultivo (2) e 90 dias da aclimatização (3). 

 Os metabólitos enzimáticos analisados neste estudo não podem, isoladamente servir como marcadores do 

estresse, uma vez que as atividades de todas as enzimas foram superiores nas brotações formadas em mudas 

provenientes do sistema ES em relação ao SA, que exibiram melhores índices de aclimatização, mas que 

apresentaram baixa atividade das enzimas antioxidativas e intensa hiperidricidade e formação de batalaínas quando 

ao SA foi adicionado BAP e a percentagem de aclimatização das mudas foi nula. O metabolismo antioxidante tem 

sido relatado por ser importante na determinação da habilidade das plantas para sobreviver ao estresse oxidativo na 

aclimatização (Faisal e Anis 2009), mas esse metabolismo é complexo e envolve constituintes de natureza e 

atividade química bastante diversificada que respondem tanto a intensidade quanto a duração do estresse, e tem um 

forte componente genético. 
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Conclusões 

 O estresse pelo excesso de BAP caracterizou-se pela ocorrência de hiperidricidade e intensa formação de 

betacianina. 

 A hiperidricidade e a presença de betacianina podem ser usadas como indicadoras da qualidade fisiológica 

das plantas e do seu potencial para aclimatização. 

 A presença de BAP em sistema de imersão temporária de alta freqüência acarreta hiperidricidade, formação 

de betacianina e impede a aclimatização das plantas. 

 O cultivo em sistema de imersão temporária de alta freqüência em meio sem BAP forma plantas com 

elevado potencial para aclimatização. 

 

 

Perspectivas futuras 

 Os sistemas de cultivo com meio de cultura líquido apresentaram limitações em alguma das fases da 

micropropagação, no entanto sua utilização deve ser ajustada em um sistema produtivo, podendo apresentar uma 

série de vantagens em relação ao processo convencional. 

 Mais pesquisas e experimentações devem ser realizadas para a elaboração de um protocolo eficiente, 

principalmente em cultivo líquido, estático ou não, podendo ser utilizadas variações entre os sistemas de cultivo e 

concentrações de BAP no mesmo protocolo. 
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o For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.  

o Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference 
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page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and indicate whether you wish to order 
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Open Choice  
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o Springer Open Choice 

Copyright transfer  
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Offprints can be ordered by the corresponding author. 

Color illustrations 

http://springer.com/openchoice


80 

 
Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version, authors will be expected to 

make a contribution towards the extra costs. 

Proof reading 

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness and accuracy of the 
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