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1 INTRODUCAO GERAL

O setor de plantas micropropagadas busca continuamente tecnologias, para a producdo de mudas
de alta qualidade, principalmente, aquelas que oferecem melhores condicdes in vitro durante todo o
processo de producdo. Dentre as etapas do processo de micropropagacao, a etapa final destinada a
aclimatizacdo das plantas merece destaque. O sucesso da aclimatizacdo das plantas esta diretamente
envolvido com a constituicdo adequada da parte aérea e radicular e as condic¢des in vitro em que essas
plantas séo cultivadas. O uso de biocarvéo, tampas com membranas e nitrato de prata devem beneficiar
o crescimento e desenvolvimento das plantas e promover uma melhor adaptacéo e maior sobrevivéncia
a essas plantas em ambiente externo durante a etapa da aclimatizacéo.

Na rotina da producdo de plantas micropropagadas, tecnologias visando a uma melhor
adaptabilidade das plantas, para a etapa de aclimatizacao, ja séo aplicadas, como exemplo, o uso da luz
natural em associacdo com a reducéo do carboidrato. E fato que as plantas podem se adaptar a varias
condi¢cdes ambientais por meio da modificacdo do seu metabolismo. No entanto a readaptacdo as novas
condic¢des pode ser lenta e/ou dificil.

Nesse contexto, o presente trabalho discute alternativas para uma melhor adaptagéo das plantas,
por meio de fatores ou alternativas voltadas para a vedagdo do ambiente de cultivo e componentes
adicionais ao meio de cultura, com o propdsito de alterar as concentracdes de gases e 0 excesso de
umidade no interior dos recipientes, na fase de enraizamento e alongamento das plantas in vitro.

No cultivo in vitro, as trocas gasosas sao importantes para disponibilizar oxigénio, diéxido de
carbono e vapor de agua e eliminar o gas etileno produzido pela planta, que é prejudicial ao seu
crescimento. Como uma forma de favorecer os efeitos positivos e minimizar os efeitos negativos citados
anteriormente, o uso de tampas com orificios vedados com membranas microporosas pode permitir
trocas gasosas e facilitar o crescimento 6timo das culturas, no interior de recipientes de cultivo in vitro
e, também, a adigdo ao meio de cultura do componente biocarvdo que atua na retencéo de gases, por
mecanismos de adsorcdo na superficie das particulas. Outro fator importante é, ainda, a adicao do
componente nitrato de prata capaz de atuar, na rota da biossintese do etileno, inibindo sua acao.

Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo geral comparar o biocarvdo produzido, a partir
de bagaco de cana-de-acgucar, residuo abundante no Brasil, com tecnologias ja empregadas no cultivo in

vitro, tampas com membrana e nitrato de prata na micropropagac¢éo da pitaia e do morangueiro.
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2 ARTIGO

2.1 Artigo 1- Biocarvdo como alternativa no cultivo in vitro de pitaia e morangueiro

RESUMO

No interior dos recipientes de cultivo de plantas micropropagadas, ha restrices na disponibilidade de
agua, nas trocas gasosas entre o ambiente de cultivo e o ambiente exterior, e 0 acimulo de gas etileno
produzido pela planta € prejudicial ao seu crescimento. As trocas gasosas Sdo importantes, pois
disponibilizam oxigénio, dioxido de carbono e vapor de agua e elimina o gas etileno retido no recipiente.
Nessa 6tica, foram conduzidos dois experimentos com o objetivo de avaliar a utilizagdo de biocarvao de
bagaco de cana-de-aclcar em frasco sem e com tampa com orificio (Experimento 1) e em combinacao
com nitrato de prata (Experimento 2) no cultivo in vitro de pitaia e de morangueiro. O Experimento (1) foi
conduzido, em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5X2+2, com 6 repeticdes:
cinco doses de biocarvao (0; 1; 2; 3; 4 g L), dois tipos de tampa (com e sem orificio) e dois tratamentos
adicionais com e sem carvdo ativado comercial. O Experimento (2) foi conduzido, em delineamento
inteiramente casualizado, esquema fatorial 5X2, com 6 repeti¢cdes: cinco concentracbes de nitrato de
prata (O; 5; 10; 20; 40 uM L), com ou sem biocarvdo. O uso ou nao de tampa com membrana néo
afetou o crescimento e o nimero de raizes da pitaia e do morangueiro, por outro lado, quando se utilizou
tampa com membrana obteve-se maior producdo de massa seca de raizes. A adi¢do de até 4g L de
biocarvdo no meio de cultivo, independentemente da presenca ou ndo de tampa com orificio, favoreceu
0 crescimento e desenvolvimento das raizes das plantas de pitaia e morangueiro. O nitrato de prata,
isoladamente, proporcionou maior comprimento e massa seca de raizes de pitaia e maior massa seca de
morangueiro e, a adicdo de biocarvdo, no meio de cultura, diminuiu os efeitos do nitrato de prata no

cultivo in vitro.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa Duch. Hylocereus undatus Haw. Biochar. Cultura de tecidos.

Nitrato de prata. Trocas gasosas.
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2.1 ARTICLE 1 - Biochar as an alternative in vitro culture of pitaya and strawberry

ABSTRACT

The in vitro recipients interior are restricted in the availability of water, in the gas exchanges between the
growing environment and the outside environment, and the accumulation of ethylene gas produced by the
plant is detrimental to its growth. The gas exchanges are important because they provide oxygen, carbon
dioxide and water vapor, and eliminate the ethylene gas trapped in the recipients’ interior. In this context,
two experiments were carried out with the objective of evaluating the use of biochar from sugarcane
bagasse in recipients with or without lid with porous membrane (experiment 1) and in combination with
silver nitrate (experiment 2) in the in vitro cultivation of pitaya and strawberry. The experiment 1 was
carried out in a completely randomized design, in a 5X2+2 factorial scheme, with 6 replicates: five doses
of biochar (0; 1; 2; 3; 4 g L), two types of lid and two additional treatments with and without activated
carbon. The experiment 2 was carried out in a completely randomized design, in a 5X2 factorial scheme,
with six replicates: five silver nitrate concentrations (0; 5; 10; 20; 40 uM L) with or without biochar. The
use or not of lids with porous membrane did not affect the growth and the number of roots of pitaya and
strawberry when in vitro conditions, on the other hand, when using lids with porous membrane was
obtained greater roots dry matter yield. The addition of up to 4 g L-1 of biochar in the culture medium,
regardless of the use or not of lids with porous membrane, favored the growth and development of the
pitaya and strawberry roots. The silver nitrate alone contributed to the greater length and dry mass of
pitaya roots and greater dry mass of strawberry roots and, the addition of biochar in the culture medium
decreases the silver nitrate effects in vitro culture.

Keywords: Fragaria x ananassa Duch. Hylocereus undatus Haw. Biochar.Tissue culture. Silver nitrate.

Gas exchange.
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2.2 INTRODUCAO

A micropropagacao € empregada, para diversas espécies, como exemplo, pitaia € morangueiro,
com vaérias finalidades, seja para fins de pesquisa ou proporcionando beneficios como rapida
propagacéo clonal para a comercializacdo de mudas.

Na condicdo invitro, explantes sdo cultivados em recipientes vedados, os quais impedem a
realizacéo de trocas gasosas com o ambiente externo e favorecem o aumento da umidade relativa do ar,
a concentracdo de gases, como o etileno, assim como a diminuicdo do gas carbdnico e do oxigénio no
seu interior. As respostas fisioldgicas das culturas in vitro estéo relacionadas a diferentes fatores, sejam
enddgenos, como o tipo e idade do material vegetal, ou exdégenos, que podemos associar com 0
ambiente de cultivo, sejam trocas gasosas, concentracdo de gases e outros (HUSSAIN et al., 2012).
Nesse interim, € interessante ressaltar que os fatores exdgenos, quando em excesso no interior dos
recipientes, podem prejudicar a multiplicacéo e sobrevivéncia das plantas. Porém podem ser ajustados in
vitro para promover uma melhor adaptacdo, crescimento e desenvolvimento da espécie de interesse
(HUSSAIN et al., 2012; NAING et al., 2014; WAIKHOM; LOIUS, 2014).

As adaptacdes podem ser feitas de diversas formas, como a substituicio das vedacgfes
convencionais por tampas com orificios vedados com membranas microporosas ou, por meio da
complementag&o do meio de cultura com componentes como biocarvao ou nitrato de prata, capazes de
atuar na reducdo dos efeitos negativos dos fatores exdgenos, como, por exemplo, a concentracado do
gas etileno.

As tampas com orificio vedado com membranas microporosas permitem as trocas gasosas entre o
ambiente interno e externo dos frascos de cultivo in vitro (SANTANA et al.,, 2011; MOHAMED;
ALSADON, 2011; BATISTA, 2012), reduzindo, assim, o acumulo de etileno no interior dos frascos.
Também favorecem o aumento da transpiragdo, da concentracdo de gés carbOnico, da umidade relativa
do ar e da absor¢éo de agua e de nutrientes pelas plantas (XIAO; NIU; KOZAI, 2011; KOZAI, 2010). Em
funcdo desses efeitos, pode haver um aumento da capacidade fotossintética, da taxa de multiplicagdo e
sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatiza¢cdo (HAZARIKA, 2006).

A adicdo de carvéo ativado ao meio de cultura tem a finalidade de reduzir a concentra¢do do
etileno produzido no interior dos frascos de cultivo in vitro (RODRIGUES et al., 2017). As particulas de
carvdo ativado possuem cargas elétricas de superficie que adsorvem o etileno e outros compostos
liberados pelo meio de cultivo in vitro e que podem prejudicar as plantas (GEORGE; SHERRINGTON,
1984).

O nitrato de prata é também uma opcgao que pode ser interessante por reduzir a agédo do etileno,
em condic¢des in vitro (STEINITZ et al., 2010; DONINI et al., 2011), uma vez que 0s ions prata inibem a
acdo desse gas (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Outra possivel alternativa é a utilizacdo de biocarvBes, compostos ricos em carbono obtidos por
meio da pirélise (decomposicdo térmica na auséncia ou presenca parcial de oxigénio) de compostos
organicos (BEESLEY; MARMIROLI, 2011; LEHMANN; JOSEPH, 2009). Os biocarvbes possuem
estrutura porosa e grupos funcionais de superficie que apresentam cargas elétricas (BUTNAN et al.,
2015) e funcionam como adsorventes de metais e de gases. Di Lonardo et al. (2013), trabalhando com

cultivo in vitro de dois clones de 4lamo branco (Populus alba L.), verificaram que a adi¢éo de biocarvao
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ao meio de cultura reduziu as concentragfes de etileno, sendo uma boa op¢édo para a melhoria das
condicdes in vitro e da adaptacéo das plantas.

Apesar de existirem poucos relatos na literatura sobre os efeitos do uso de biocarvdes no cultivo in
vitro, 0 uso desses materiais como condicionadores de solo tem sido bastante estudado nos Ultimos
anos. Nos cultivos em campo, os biocarvdoes melhoram as propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do
solo (BUTNAN et al., 2015), permitindo maior capacidade de retencéo de agua e nutrientes pelas plantas
(ATKINSON; FITZGERALD; HIPPS, 2010; LEHMANN et al., 2011; PAZ FERREIRO et al., 2014) e, por
serem formas mais estaveis de carbono, contribuem para a reducéo das emissdes de gases de efeito
estufa (KOOKANA et al.,, 2011). Além disso, os biocarvdes, por suas propriedades (elevada
aromaticidade, cargas superficiais e porosidade), sdo considerados adsorventes eficazes de poluentes
organicos e inorganicos (BIAN et al., 2014; WANG; JIANG; CHEN, 2014), sendo muito utilizados na
remediacéo de ambientes contaminados por metais pesados (BEESLEY; MARMIROLI, 2011; AHMAD et
al., 2014).

Nos cultivos em solos, que receberam adicdo de biocarvdes, verificam-se aumentos significativos
no ndmero de raizes finas (PRENDERGAST-MILLER; DUVALL; SOHI, 2014; SILVA et al., 2017) e nas
produtividades das plantas (XIANG et al., 2017). Assim, os efeitos dos biocarvdes, no sistema radicular
das plantas e na adsor¢éo de gases, sdo desejaveis para o cultivo in vitro.

Nessa perspectiva, visando a melhoria do ambiente interno dos recipientes de cultivo in vitro,
principalmente, a reducao de etileno e a producéo de plantas com melhor adaptabilidade, para suportar a
fase de aclimatizacdo, as hipoteses deste estudo foram: (i) a utilizacdo de tampas com membranas e a
adicéo de biocarvdo no meio de cultura favorecem o crescimento e desenvolvimento de plantas de pitaia
e de morangueiro cultivadas in vitro e (ii) a adigcéo de nitrato de prata e de biocarvdo no meio de cultura
substituem as tampas com membrana, na funcdo de diminuir a concentracdo de gases no interior dos
frascos de cultivo in vitro. Dessa forma, conduziram-se dois experimentos com 0 objetivo de avaliar a
utilizagcdo de biocarvdo em frasco sem e com tampa com membranas (Experimento 1) e em combinacao

com nitrato de prata (Experimento 2) no cultivo in vitro de pitaia e de morangueiro.
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2.3 MATERIAL E METODOS
2.3.1 Material vegetal e condi¢cBes experimentais

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia do Centro de Pesquisas em
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais, Campus Montes Claros. Os materiais
vegetais utilizados foram propagulos de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) e sementes de pitaia
(Hylocereus undatus Haw), fornecidos, respectivamente, pela empresa Multiplanta Tecnologia Vegetal,
em Andradas e pela Universidade Federal de Lavras, em Lavras, ambas em Minas Gerais.

Os propagulos de morangueiro pré-estabelecidos in vitro apresentavam 2 cm de comprimento e
duas a trés brotacdes, oriundos do terceiro subcultivo da cv. Oso Grande.

As sementes de pitaia foram armazenadas em microtubos a 10°C em geladeira por um periodo de
15 dias. Em camara de fluxo laminar, as sementes foram submetidas a assepsia, de acordo com Nunes
et al. (2008) e estabelecidas in vitro, individualmente, em tubos de ensaio (25 x 150 mm) com 10 mL do
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Apds 30 dias, as plantulas foram subcultivadas e transferidas,
para meio MS acrescido de 4,44 uM de 6-benzilaminopurina (BAP), totalizando trés subcultivos, visando
a obtencdo de numero suficiente de explantes para os experimentos.

A partir de materiais vegetais obtidos, foram conduzidos dois experimentos. No primeiro
experimento (Experimento 1), foram utilizados frascos com tampas com orificio que permitiam trocas
gasosas (orificio vedado com membrana microporosa, modelo Bio-Sama PP63, Ultividros®) (Figura 1A),
tampas convencionais de polipropileno sem orificio (Figura 1B) e doses de biocarvdo de bagaco de
cana-de-acgucar (Figura 1C) no enraizamento de explantes de pitaia e propagulos de morangueiro. No
Experimento 2, foram avaliados o biocarvdo de bagaco de cana-de-acglcar e as doses de nitrato de prata
(AgNO:s3), também, no enraizamento de explantes de pitaia e morangueiro.

No Experimento 1, utilizaram-se explantes de pitaia de, aproximadamente,1 cm e propagulos de
morangueiro de 2 cm de comprimento, com uma brota¢do, em delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 5X2+2, com 6 repeticbes e cinco explantes por frasco. Os tratamentos foram
constituidos por cinco doses crescentes de biocarvao de bagaco de cana-de-agucar (0; 1; 2; 3; 4 g L),
dois tipos de tampa (com e sem orificio) e dois tratamentos adicionais com 2 g L! de carvdo ativado
(Figura 1D), para os dois modelos de tampa.

O Experimento 2 foi conduzido, em delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial 5X2,
com 6 repeticbes e cinco explantes por frasco. Os tratamentos foram constituidos por cinco
concentracdes de nitrato de prata (0; 5; 10; 20; 40 uM L), sem (Figura 1E) e com a adicdo de 4g L de
biocarvéo de bagaco-de-cana (Figura 1F).

Cada unidade experimental foi composta por um frasco de cultivo com capacidade para 250 cm?,
contendo 40 mL de meio MS, suplementado com 30 g L de sacarose, 7 g L' de agar, 0,49 pM de Acido
Indolbutirico (AIB), modificados, de acordo com os tratamentos e pH do meio ajustado para 5,8, antes
da autoclavagem a 121°C e 1,2 atm, durante 20 minutos. As culturas foram mantidas, em sala de
crescimento, a 25+2°C, irradiancia de 36 pmol mol m2 s, fornecida por lampadas LED de 20 W e
fotoperiodo de 16 horas. Apds 60 dias da instalacdo dos experimentos, os brotos foram retirados do
meio de cultivo e separados, em partes aérea e raizes, as quais foram submetidas a uma assepsia com

agua destilada para retirada do excesso de meio aderido a elas. As variaveis avaliadas foram:
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comprimento (cm) com o auxilio de uma régua milimetrada, nUmero e massa seca de raizes. A secagem
foi realizada, em estufa com circulacéo forcada de ar a 70°C, por 72 horas, até a obtencdo de peso

constante, medido em balanca analitica de precisao.

Figura 1. Brotos de pitaia (Hylocereus undatus Haw) cultivados em frascos de cultivo vedados com
tampas que permitem trocas gasosas (mod. Bio-Sama PP63 ®) (A), tampas convencionais de
polipropileno (B) e meios de cultura contendo biocarvdo de cana-de-acucar (C) e carvdo ativado (D).
Brotos de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) cv. Oso Grande cultivados em meio de cultura com a
adicdo de nitratro de prata (AgNOs) (E) e meio de cultura com nitrato de prata e biocarvdo de cana-de-

acucar e (F).

Fonte: Da autora, 2019.

2.4 Producéo e caracterizagdo do biocarvéo

O biocarvéao foi obtido, a partir de colmos de cana-de-aglcar, apos a extracdo de caldo. O bagaco
utilizado foi seco ao ar e depois triturado para facilitar o processo de producdo. Em seguida, foi
submetido ao processo de pirdlise a 350 °C, em um carbonizador tradicional simples, com tempo de
duracao de, aproximadamente, duas horas. A fim de controlar as condiges de pirélise, a temperatura foi
medida a cada 10 minutos, utilizando-se um termdmetro infravermelho com mira laser. As medicdes
foram realizadas na parte externa inferior do carbonizador. O biocarvéo foi moido e passado em peneiras
de 0,5 mm de malha, antes de ser adicionado ao meio de cultura, a fim de aumentar a relacdo
areal/volume, semelhante as particulas do carvdo ativado e para a caracterizacdo dos atributos fisicos e

guimicos (Tabela 1).
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O rendimento do biocarvdo foi estimado pela relagdo entre massa do biocarvdo e a massa da
matéria-prima utilizada [(massa do biocarvao/massa de matéria-prima) x100].

A condutividade elétrica, pH e densidade foram determinados, de acordo com Rajkovich et al.
(2012), e as cinzas de acordo como procedimento D1762-84 (ASTM, 2013).

O carbono total e o nitrogénio total foram determinados, usando um analisador elementar LECO
CN-2000 (Leco Corp., St. Joseph, MI, USA). Os teores de nutrientes e de elementos-tracos foram
determinados via ICP-MS/MS (Agilent 8800 triple quadrupole ICP-MS/MS), apés digestdo por
microondas (MARS 6 - Microwave Digestion System, CEM Mars Corporation) e &cido nitrico concentrado
usando o método 3051 (USEPA, 1996). A andlise de espectroscopia infravermelho com transformada de
Fourier foi realizada entre os comprimentos de onda 4000-400 cm-?, 64 scans amostra e resolucdo de 2
cm-1, por meio da técnica de pellets de KBr em que foram misturados 1 mg de biochar seco com 100 mg
de KBr (Figura 2).

Tabela 1 — Atributos fisico e quimicos do biocarvao de bagac¢o de cana-de-agUcar

Atributos Resultados
Rendimento (%) 29
Temperatura maxima 3500
Duracéo da carbonizacao (h) 2

pH 6,5
Condutividade elétrica (mS cm™) 99,3
Densidade 0,28
Cinzas (%) 30
Carbono total (g kg?) 283,5
Nitrogénio total (g kg™) 12,3
Relacdo C/N (C Organico Total/ N total) 23/1
P (g kg™) 23

K (g kg™) 4,3
Ca (g kg?) 18,2
Mg (g kg™) 5,6
S (g kg™) 12
Cu (mg kg?) 145
Mn (mg kg?) 784
Zn (mg kg?) 826
Fe (mg kg?) 2309
B (mg kg?) 37

Fonte: Da autora, 2019.
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Figura 2. Espectro FTIR do biocarvéo produzido a partir de bagaco de cana-de-agucar.
Fonte: Da autora, 2019.

2.5 Andlise Estatistica

Para cada tratamento, foram calculados a média e o intervalo de confianca pelo teste t de Student
a (p<5%). Para as dose de biocarvdo e de nitrato de prata, quando significativas, foram ajustadas

equacdes de regresséao (p<5%), utilizando o programa estatistico R Studio.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma melhor adaptabilidade das plantas micropropagadas de pitaia e morangueiro (Figura 3),
na fase de aclimatizacdo, fatores como o uso de frascos com presenca de orificio protegido por
membrana microporosa, adi¢cdo de biocarvao ou de nitrato de prata no cultivo in vitro representaram uma

opcéo viavel para as estratégias estabelecidas no estudo.
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Figura 3. Cultivo in vitro de morangueiro com tampas com orificio (A) nas doses 0 g L-1 (B) e 4g L-1 (C),
de biocarvdo de bagaco de cana-de-aclUcar e 2 g L-1 de carvdo ativado (D). Cultivo in vitro de
morangueiro com tampas sem orificio (E) nas doses 0 g L-1 (F) e 4 L-1 (G) de biocarvao de bagaco de
cana-de-acucar e 2 g L-1 de carvdo ativado (H). Cultivo in vitro de pitaia com biocarvao e doses de
nitrato de prata nas doses 0 uM L-1 (1), 5 pM L-1 (J), 20 uM L-1 (k) e 40 pM L-1 (L) de nitrato de prata.
Cultivo in vitro de pitaia sem adicdo de biocarvao e doses de nitrato de prata nas doses 0 uM L-1(M), 5
MM L-1(N), 20 pM L-1(O) e 40 puM L-1 (P).

Fonte: Da autora, 2019.
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Nesse sentido, verificou-se, para o fator tampas com e sem orificio, que ndo houve diferencas
significativas para o comprimento (Figuras 4A e 4B) e nimero de raizes (Figuras 4C e 4D) da pitaia e do
morangueiro, respectivamente. A mesma observacao foi constatada, para a massa seca de raizes de
pitaia (Figura 4E), independentemente da adicdo ou ndo de biocarvao no meio de cultura. Para os tipos
de tampa, obtiveram-se diferencas significativas apenas para a massa seca de raizes do morangueiro,
guando ndo foi adicionado biocarvdo ao meio de cultivo (dose zero) e na dose 2g L1 de biocarvao
(Figura 4F).

O objetivo da utilizacdo de tampas com membrana microporosa em frascos, para cultivos in vitro,
€ permitir as trocas gasosas entre o meio interno (interior do frasco) e o meio externo. Como influéncia
do tipo de tampa no ambiente interno dos frascos, embora ndo seja objetivo do presente estudo,
verificou-se menor formacé@o de gotas de agua, na parede interna dos frascos, que possuiam tampas
com orificio. Batista et al. (2012), estudando a influéncia das trocas gasosas na pimenteira ornamental
(Capsicum annuum L.), também, observaram menor umidade relativa no interior dos frascos com tampa
com orificios. Esses autores verificaram, ainda, que a utilizagdo de tampas com membrana contribuiu
para as maiores precocidade, rusticidade e massa seca e fresca das plantas.

De acordo com Santana et al. (2011), os orificios nas tampas dos frascos permitem trocas
gasosas entre o meio interno (interior dos frascos) e o0 meio externo, contribuindo, para a diminuicao da
quantidade de gas etileno, no interior dos frascos de cultivo in vitro. Esses autores constataram que 0s
efeitos do orificio na tampa foram semelhantes a utilizacdo de compostos, como o carvao ativado, na
inibicdo da acao do etileno no interior dos frascos e para o crescimento de raizes de Araticum (Annona
glabra L.). O acumulo de etileno no interior dos frascos pode ter efeitos deletérios, como a mortalidade e
abscisdo das plantas cultivadas in vitro (BUFFA et al., 2002). Plantas de pimenteira (Capsicum annuum
L.) (MOHAMED; ALSADON, 2011), tomilho (Thymus vulgaris L.) (BANDEIRA et al., 2007) e mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes) (SA et al., 2012), quando cultivadas in vitro, em frascos com tampas com
orificio e, em fungdo das maiores trocas gasosas com 0 meio externo, as plantas apresentaram melhor
crescimento e desenvolvimento.

Quanto as doses de biocarvao no meio de cultivo, independentemente do tipo de tampa, néo foi
identificado efeito significativo para o comprimento de raizes de pitaia (Figura 4A), enquanto, para o
morangueiro, 0 comprimento de raizes aumentou linearmente (Figura 4B). Comparando a dose zero
(6,18 cm) com a dose 4g L (8,59 cm), observou-se que, em média, 0 comprimento das raizes, na maior
dose de biocarvéo, foi 1,4 vezes maior que na dose zero (Tabela 2).

Quando se comparou o comprimento de raizes de pitaia, obtido no tratamento controle (CT), em
que foi adicionado carvéo ativado ao meio de cultivo, hotaram-se maiores valores nos tratamentos sem
biocarvéo (dose zero), tanto para os frascos com tampas com e sem orificio e nas doses 1 e 2 g L de
biocarvdo quando se utilizam frascos sem orificio (Figura 4A). Para o morangueiro, observaram-se
menores valores nos tratamentos sem biocarvao, tanto nos frascos com tampas sem e com orificio e nas
doses 1 e 3 g L de biocarvao nos frascos com tampas sem orificio (Figura 4B). Dessa forma, em
relagéo a variavel comprimento de raizes, ressalta-se que o biocarvdo € uma alternativa, para substituir o

carvao ativado em meios de cultura, para o cultivo in vitro da pitaia e do morangueiro.
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No cultivo in vitro, a quantidade e o comprimento de raizes s@o caracteristicas importantes a
adaptabilidade das plantas, durante a fase de aclimatizagdo. Corroborando com os resultados do
presente estudo, outros autores também detectaram aumentos significativos, no comprimento de raizes,
com a adi¢cdo de biocarvdo no meio de cultivo in vitro de alface (Lactuca sativa L.) e arabidopsis
(Arabidopsis thaliana L.) (VIGER et al., 2014).

Conforme Xiang et al. (2017), as raizes sé@o as interfaces entre as particulas de biocarvdo e as
plantas. Esses autores revisaram 136 artigos cientificos que relacionam os efeitos do biocarvdo as
caracteristicas do sistema radicular e destacaram que, de modo geral, em 32% e 9,9% dos trabalhos, a
aplicacédo de biocarvdo aumentou a biomassa e o didametro das raizes, respectivamente, enquanto, em
52% e 17% dos trabalhos, foi relatado o aumento do comprimento e nimero de pontas de raizes,
respectivamente. Diante desses resultados, os autores concluiram que a aplicacdo de biocarvao
beneficia muito mais o desenvolvimento morfolégico das raizes, para aumentar a absorcédo de agua e
nutrientes que o aumento de biomassa, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho. De
acordo com Viger et al. (2014), os biocarvdes alteram o metabolismo das plantas, como, por exemplo, a
biossintese de auxina, que esté relacionado ao aumento do sistema radicular.

O numero de raizes da pitaia (Figura 4C) e do morangueiro (Figura 4D) aumentou linearmente
com as doses de biocarvéo, tanto nos tratamentos com frascos com tampa com orificio quanto naqueles
com tampa sem orificio. Para a pitaia cultivada em frascos com tampa com orificio, 0 nimero de raizes
aumentou 2,32 vezes da dose zero (12,94) para a dose 4 g L de biocarvao (30,11), enquanto, nos
frascos sem orificio, 0 aumento da dose zero (11,03), para a dose 4 g L (32, 04), foi de 2,90 vezes
(Tabela 2). Mesmo sendo semelhante 0 aumento, as tampas sem orificio proporcionaram uma média
maior, ou seja, a planta, ainda que em condi¢cdes de auséncia de trocas gasosas, apresentou resposta

fisiologica satisfatoria.

Para o morangueiro (Figura 4D), o aumento no nimero de raizes da dose zero (16,11) para a
dose 4 g L (33,38) foi de 2,07 vezes, nos tratamentos correspondentes as tampas com orificio, e de

1,86 vezes (17,9 na dose 0 g L! e 33,46 na dose 4g L1) para tampas sem orificio (Tabela 2).

Quando se comparou o numero de raizes, obtidos no tratamento controle para a pitaia (Figura 4C)
e para o morangueiro (Figura 4D), independentemente da presenca de orificio nas tampas dos frascos
de cultivo, verificou-se maior nimero de raizes com adicdo de biocarvao ao meio de cultivo. Por outro
lado, Di Lonardo et al. (2013), trabalhando com cultivo in vitro de dois clones de Alamo branco (Populus
alba L.), comparando a adicdo de biocarvdo ou de carvdo ativado no meio de cultura, ndo obtiveram
diferencas significativas entre os tratamentos quanto ao ndmero de raizes. No entanto esses autores
demonstraram que a adicdo de biocarvdo e carvdo ativado contribuiram, positivamente, para o
comprimento de parte a4rea e numero de raizes em relacdo aos tratamentos sem adicdo desses
materiais.

A adicéo de biocarvéo (Di LONARDO et al., 2013) ou de carvao ativado reduz significantemente a
concentracdo de etileno, no interior dos frascos de cultivo, por meio de mecanismos de adsor¢cédo desse
composto as particulas desses materiais (MENSUALI-SODI et al., 1993; HORNER et al., 1977). Altas
concentracdes de etileno, no interior de recipientes de cultivo in vitro, podem inibir a organogénese,

causar o colapso e a absciséo das folhas (GUZMAN; ECKER, 1990). Todavia baixas concentracdes de
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etileno podem contribuir para o crescimento das plantas (KERBAUY, 2004). Efeitos positivos da adi¢édo
de carvdo ativado ao meio de cultivo também foi identificado por Firoozabady, Heckert e Gutterson
(2006). Esses autores observaram aumentos significativos no enraizamento e nas brotacSes do
abacaxizeiro cultivado in vitro com adi¢éo de carvdo ativado ao meio de cultivo.

Na literatura, ha poucos relatos sobre os efeitos do biocarvdo como adsorvente de hormonios
vegetais (Di LONARDO et al., 2013). No entanto ha vérios estudos evidenciando a capacidade dos
biocarvdes de adsorver moléculas de defensivos agricolas (SONG et al., 2012; SOPENA et al., 2012) e
imobilizar poluentes organicos e inorganicos (BIAN et al., 2014). Por outro lado, durante o processo de
pirélise, pode ocorrer a formagédo de alguns compostos organicos, como de etileno, que ficam adsorvidos
as particulas do biocarvédo produzido. De acordo com Spokas et al. (2010), o biocarvao pode liberar o
etileno adsorvido produzido, durante o processo de pirélise para o meio. Dessa forma, para a utilizagédo
de biocarvdo em cultivo in vitro, como no presente estudo, devem ser consideradas a presenca e a
guantidade de compostos toxicos aos organismos. Além do etileno, dependendo das condi¢des de
pirélise e da matéria-prima, o biocarvdo pode apresentar elevadas concentracfes de dioxinas e furanos,
por exemplo (FREE et al., 2010).

Trabalhos recentes tém mostrado que as plantas podem absorver nanoparticulas de carbono do
biocarvao, o que pode inibir a expressdo de genes relacionados ao metabolismo secundario, entre eles
0os da producdo de etileno. A absor¢cdo das nanoparticulas do biocarvdo também pode afetar
negativamente a expressao de um conjunto genes, como a via do acido jasmdnico e salicilico, que
participam da sinalizagdo do etileno, que estéo relacionados a defesa das plantas, contra o ataque de
insetos, patdgenos e controle de estresses (VIGER et al., 2014). Portanto, além dos efeitos do biocarvéo
relacionados a adsorgéo de etileno, devem-se considerar seus efeitos no metabolismo das plantas.
Nesse sentido, muitos autores tém verificado efeitos positivos dos biocarvdes, no desenvolvimento e na
morfologia das raizes, melhorando a absorcdo de &gua e nutrientes (PRENDERGAST-MILLER;
DUVALL,; SOHI, 2014) e a produtividade das culturas (XIANG et al., 2017).

Para a massa seca de raizes de pitaia, verificou-se que nao houve diferencas significativas para
doses de biocarvao, tanto para os frascos com e sem orificio na tampa. Também néo foram verificadas
diferencas significativas entre a massa seca de raizes obtidas no tratamento controle com aquelas
obtidas nos demais tratamentos (Figura 4E).

Para o morangueiro, houve efeito significativo das doses de biocarvao para a producédo de massa
seca de raizes. Tanto para as plantas cultivadas, em frascos com tampa com orificio, quanto naquelas
sem orificio, a producdo de massa seca de raizes reduziu linearmente com o aumento das doses de
biocarvdo (Figura 4F). Nos tratamentos utilizando tampas com orificio, a reducdo de massa seca de
raizes foi de 17,5 vezes, quando se comparou a dose zero (114 mg) com a dose 3 g L de biocarvao
(6,9 mg), em que se obteve a menor producdo. Para os tratamentos com tampa sem orificio, a reducao
foi de 4,9 vezes da dose zero (53,4 mg) para a dose 3 g L de biocarvdo (10,8 mg), em que também se

obteve a menor producdo de massa seca de raizes (Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores maximos de Comprimento (comp), nimero e massa seca (MS) de raizes de pitaia e

morangueiro e respectivas doses de biocarvao e carvao ativado (tratamento controle) com e sem tampas

com orificio
Variavel Tampa sem orificio Tampa com orificio
Com biocarvéo Carvao Com biocarvéao Carvéo
Dose (gL?') Max. valor ativado Dose (gL') Max. Valor ativado
Pitaia
Comp. (cm) Ns 5,58* 4,01* ns 4,89* 4,02*
NUmero 4 32,09 14,93 4 30,11 6,71
MS (mg) Ns 7,61* 9,03* ns 7,60* 8,02*
Morangueiro

Comp. (cm) 4 8,59 7,79 ns 6,53* 9,46*
NUmero 4 33,46 14,53 4 33,38 18,70
MS (mg) 0 53,40 24,21 0 114,0 42,40

ns: ndo significativo; *: Média
Fonte: Da autora, 2019.

Verificou-se que, na dose zero de biocarvao, houve maior producdo de massa seca de raizes, no
tratamento de tampas com orificio, enquanto, nas demais doses de biocarvdo e no tratamento controle,
ndo houve diferengas significativas entre os tratamentos com e sem orificio nas tampas. Na dose zero de
biocarvéo, a producédo de massa seca de raizes foi significativamente maior que a obtida no tratamento
controle, tanto nos tratamentos com e sem orificio. Com o aumento das doses de biocarvéo, houve uma
reducdo linear na producéo de massa seca de raizes, para o tratamento com orificio e quadratica, no
tratamento sem orificio (Figura 4 F). Dessa forma, para o0 morangueiro, observa-se que, apesar de haver
um aumento do nimero de raizes com as doses de biocarvao, as raizes foram mais finas, o que refletiu
na menor produgdo de seca.

A partir dos resultados de massa seca de raizes, em que ndo houve diferencas significativas, para
doses de biocarvdo para a pitaia ou uma reducdo para 0 morangueiro, constatou-se que, hos
tratamentos com biocarvao, as raizes foram mais finas com o aumento das doses de biocarvao no meio.
Embora no presente estudo ndo tenha sido avaliado o diametro de raizes, visualmente, observou-se
esse comportamento. Pelo fato de o biocarvéao ter contribuido para o aumento do comprimento (Figuras
4A e 4B) e numero de raizes (Figuras 4C e 4D) e, no entanto, reduzir a produgdo de massa seca
(Figuras 4E e 4F), corrobora para a constatacao de raizes mais finas nas plantas cultivadas in vitro com
adicao de biocarvdo ao meio de cultivo. Silva et al. (2017) também verificaram maior nimero de raizes
finas, em plantas de feijoeiro, quando se adicionou biocarvéo ao solo. Provavelmente, como constado
por Viger et al. (2014), nanoparticulas de biocarvdo, quando absorvidas pelas plantas, podem afetar o
seu metabolismo. Nesse caso de raizes mais finas, pode ser uma vantagem ecoldgica para a adaptacao
das plantas a solos de baixa disponibilidade de nutrientes.

A depender da espécie, condi¢cdes heterotréficas de cultivo podem acarretar restricbes na
disponibilidade de &gua, nas trocas gasosas entre o ambiente de cultivo e o ambiente exterior. A

auséncia ou reducdo da aeracao esta diretamente relacionada com as respostas fisiolégicas do material
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in vitro, por exemplo, a baixa multiplicacdo dos explantes, que ocorre por altas concentracdes de etileno
e CO:2 dentro do frasco de cultivo, fazendo com que o controle do microambiente se torne essencial para
reduzir distarbios morfolégicos e fisiologicos (MARINO; BERARDI, 2004; PARK et al., 2004).

Ambientes de cultivo in vitro vém sendo estudados para diversas culturas, evidenciando que as
trocas gasosas, durante o cultivo, beneficiam o crescimento e desenvolvimento do explante multiplicado
e, principalmente, promovem uma melhor adaptacdo da planta para a etapa de aclimatizacdo, pois as
trocas gasosas estao diretamente envolvidas na quantidade e na eficiéncia estomatica da planta, além
de pigmentos de acumulo de metabdlitos (SHA VALLI et al.,, 2003; TSAY et al., 2006; MOHAMED;
ALSADON, 2010; IAREMA et al., 2012).
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Figura 4. Médias e intervalo de confianca (95%) do comprimento nimero e massa seca de raizes de
pitaia (A, C e E, respectivamente) e para o morangueiro (B, D e F, respectivamente), em funcao de
doses de biocarvdo em frascos com (TO) e sem orificio (TSO) e tratamento controle (CT). Em cada
dose, barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si. * Média significativamente diferente pelo

teste t de Student (a = 0,05), quando comparado ao tratamento controle.

Fonte: Da autora, 2019.
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As variaveis comprimento, crescimento e massa seca de raizes da pitaia e do morangueiro, em
funcdo das doses de nitrato de prata (AgNO3s), com ou sem adicao de biocarvdo ao meio de cultivo in
vitro, sdo apresentadas na Figura (5). De modo geral, independentemente da dose de nitrato de prata,
tanto para a pitaia quanto para o morangueiro, houve diferencas significativas, para o comprimento e
namero de raizes, em funcdo da adicdo ou nédo de biocarvao no meio de cultivo. Atencdo maior deve ser
dada para a massa seca de raizes, tanto para a pitaia (Figura 5E) quanto para o morangueiro (Figura
5F), pois se observaram menores produ¢des nos tratamentos com a presenca de biocarvdo ao meio de
cultivo in vitro.

O objetivo da adicao de nitrato de prata, em meios de cultivo in vitro, foi inibir a acdo do etileno. No
caso do presente estudo, o biocarvao, por meio da adsorcédo do etileno nas cargas de superficie das
particulas, também, pode reduzir as concentrages do etileno, no interior dos frascos de cultivo in vitro,
como discutido anteriormente. No entanto, por exemplo, a menor producdo de massa seca de raizes do
presente estudo pode ser atribuida a imobilizac@o de ions prata (Ag*) do nitrato de prata pelo biocarvéo,
por meio de reacdes de precipitacdo e adsorcgao.

De modo geral, em fung¢éo de seus teores de cinzas, ricas em oOxidos e hidroxidos de metais
alcalinos (GLASER; LEHMANN, 2002), os biocarv@es elevam o pH do meio e, consequentemente, pode
ocorrer a precipitacdo de ions metalicos catidnicos (RAJAPAKSHA et al., 2016; RIZWAN et al., 2016)
com o Ag*. Além disso, os bhiocarvBes sdo adsorventes muito eficientes de ions metdlicos catibnicos em
virtude da elevada area superficial e porosidade das particulas e presenca de grupos funcionais que
exibem cargas elétricas negativas (BIAN et al., 2014; TANG et al., 2013). Tais propriedades do biocarvéao
podem ter contribuido para a inibicdo dos efeitos do nitrato de prata no presente estudo, promovendo a
reducdo das concentracdes de etileno no interior dos frascos de cultivo. De acordo com a Figura 2, o
biocarvao utilizado no presente estudo apresenta grupos funcionais O-H, C-H, C=0 e C-O que, ao serem
desprotonados, exibem cargas negativas na superficie das particulas do biocarvao (Lu et al., 2014).

Comparando os valores maximos estimados, por meio das equacdes ajustadas, em func¢éo das
doses de nitrato de prata, verificou-se que a pitaia apresentou maior comprimento e nimero de raizes
nos tratamentos com biocarvdo, no entanto a maior producdo de massa seca ocorreu nos tratamentos
sem biocarvao (Tabela 3). Para o morangueiro, os valores maximos de crescimento e nimero de raizes
foram semelhantes entre os tratamentos com e sem biocarvdo, sendo a producdo de massa seca
ligeiramente maior no tratamento sem biocarvdo (Tabela 3). Sendo assim, pode- se inferir que o
biocarvao proporcionou raizes mais finas, como ja discutido anteriormente para os experimentos 1 e 2 e
reduziu parcialmente os efeitos do nitrato de prata.

Destaca-se que, na auséncia de biocarvéo, a producdo de massa seca de raizes foi 2,1 e 1,7
vezes maior que no tratamento com biocarvao, para a pitaia e morangueiro, respectivamente (Tabela 3),

mostrando nao ser recomendada a adi¢cdo conjunta do biocarvao e do nitrato ao meio de cultivo in vitro.
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Tabela 3 — Valores maximos de Comprimento, nimero e massa seca de raizes de pitaia e morangueiro e

respectivas doses de nitrato de prata, com ou sem adicéo de biocarvao no meio de cultura para o cultivo

in vitro
Variaveis Com biocarvéo Sem biocarvéo
Nit. Prata (UM L?) Maior valor Nit. Prata (UM L?) Maior valor
Pitaia
Comprimento (cm) 22,6 7,4 ns 7,2*
Ndmero 22,3 36,3 18,4 21,2
Massa seca (mg) 21,4 27,2 20,1 57,3
Morangueiro

Comprimento (cm) 11,2 16,1 18,3 20,4
Ndmero 40 30,1 30,4 33,2
Massa seca (mg) 20,2 23,1 21,3 38,5

ns: ndo significativo; *: media
Fonte: Da autora, 2019.

Estudos demonstrando os efeitos positivos da utilizagdo de frascos de cultivo vedados com
tampas compostas com orificios e membrana microporosa, adi¢cdo carvao ativado e nitrato de prata ao
meio de cultura, visando a reducdo das concentracdes de etileno no interior dos frascos de cultivo in
vitro, tém sido explorados na literatura (BATISTA et al, 2012; SANTANA et al, 2011; GALDIANO
JUNIOR et al., 2012; STEINITZ et al., 2010; DONINI et al., 2011).

Os biocarvdes, produzidos pelo processo de pirdlise, e a adicdo de nitrato de prata, no meio de
cultura, contribuiram de modo significativo ao aumento do comprimento, nimero e massa seca de
raizes. Embora a adi¢cdo simultdnea de biocarvéo e nitrato de prata no meio de cultura tenha promovido
um efeito antagdnico, nas plantas cultivadas, de acordo com os resultados do presente estudo, o
biocarvdo de bagago de cana-de-agucar mostrou-se ser uma alternativa viavel, para melhorar as

condigdes in vitro, na fase final do cultivo de pitaia e morangueiro.
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Figura 5. Comprimento nimero e massa seca de raizes de pitaia (A, C e E, respectivamente) e para o
morangueiro (B, D e F, respectivamente), em fungéo de doses de nitrato de prata, com e sem biocarvéao

(BC). Em cada dose, barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si.

Fonte: Da autora, 2019.
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4 CONCLUSOES

O biocarvéo de bagaco de cana-de-acUcar favorece o crescimento e o desenvolvimento das raizes
de pitaia e de morangueiro, independentemente do uso de tampas com ou sem membranas para trocas
gasosas.

Na presenga do biocarvao ou carvao ativado, no meio de cultivo, ndo ha diferenga quanto ao tipo
de tampa com ou sem membrana.

Na maior dose de biocarvdo (4 g L) ocorre maior crescimento das mudas quanto ao carvao
ativado.

A utilizacdo de tampas com orificio, biocarvdo de bagaco de cana-de-acUcar e o nitrato de prata
sdo alternativas viaveis para melhorar as condi¢cdes do cultivo in vitro de pitaia e morangueiro. No
entanto a adi¢gdo conjunta de biocarvéo e de nitrato de prata, em frascos com tampas sem membranas,

ndo contribuiram positivamente para o sistema radicular das plantas.
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