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Influéncia do pH,
Concentracao de Carvao
Ativado e Volume de
Meio Nutritivo sobre a
Multiplicacao in vitro de
Palma-Forrageira [Opuntia
tuna (L.) Mill.]

Juliana Martins Ribeiro’
Silvio Lopes Teixeira?

Resumo

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de otimizar o protocolo
de clonagem in vitro de palma por meio de testes com pH, uso de
carvao ativado e volume de meio de cultura que ainda nao haviam
sido testados para essa espécie. Para verificar o efeito do pH do meio
de cultura sobre o desenvolvimento in vitro da palma, foram testados
os pHs de 3,7; 4,7, 5,7, 6,7 e 7,7. O efeito do carvao ativado sobre
o desenvolvimento in vitro de palma foi avaliado testando-se as
concentracdes O mg L-1; 40 mg L-1; 80 mg L-1; 160 mg L-1; 320 mg
L-1. O efeito do volume de meio nutritivo sobre o desenvolvimento

in vitro de palma foi avaliado por meio do enchimento dos frascos de
cultivo (medindo 9 cm de altura x 8 cm de didametro da boca x 7 cm
de didametro de fundo) com os volumes de meio nutritivo de 30 mL; 40
mL; 50 mL; 60 mL; 70 mL. Foi observado que os pHs de 3,7 ¢ 4,7,

'Bidloga, D.Sc. em Producdo Vegetal, pesquisadora da Embrapa Semiéarido, Petrolina, PE.
2Engenheiro-agrénomo, D.Sc. em Botéanica, professor aposentado da Universidade Estadual do Norte
Fluminense, Campos dos Goytacazes, RJ.



bem como o emprego de 320 mg L-1 de carvao ativado no meio de
cultura e 70 mL de meio nutritivo por frasco permitiram a obtencao
da maior taxa de multiplicacao.

Termos para indexacado: micropropagacao, cactacea, cochonilha,
Semiérido.



Influence of pH, Activated
Charcoal Concentration and
Volume of Nutrient Medium
on the in vitro Multiplication
of Cactus [Opuntia tuna (L.)
Mill. ]

Abstract

The present study aimed to optimize the existing protocol, by testing
pH, activated charcoal and volume of the culture medium, which had
not yet been tested for the aforementioned species. To verify the effect
of the pH of the culture medium on in vitro development of palm tested
were used pHs of 3.7 ; 4.7; 5.7 ; 6.7 and 7.7 . The effect of activated
charcoal on the in vitro development of palm was evaluated by testing
concentrations O; 40; 80; 160; 320 mg L -1. The effect of the nutrient
medium volume on the in vitro development of palm was evaluated by
filling the culture flasks with volumes of nutrient medium 30 ; 40; 50

; 60 ; 70 ml . It was observed that the pHs 3,7 and 4.7 as well as the
use of 320 mg L-1 of activated charcoal in the culture medium and 70
mL of nutrient medium per flask, allowed to obtain the best results.

Index terms: micropropagation, cactaceae, cochineal, Semiarid.
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Introducaéo

A palma-forrageira [Opuntia tuna (L.) Mill.] foi introduzida no Brasil
no século 19 a fim de servir de alimento para a cochonilha-do-
carmim (Dactylopius sp. - Hemiptera, Dactylopiidae), inseto usado na
obtencao de corantes naturais (BARBERA, 2001). Entretanto, com

o advento dos corantes sintéticos, a palma passou a ser utilizada na
alimentacao humana e animal, medicina, indUstria de cosméticos,
protecdo e conservacao do solo, fabricacdo de adesivos, colas, fibras
para artesanato, papel, corantes, mucilagem, antitranspirantes e
ornamentacao (CHIACCHIO et al., 20086).

Na regidao Nordeste, a palma-forrageira, ndo somente o género Opuntia,
mas também o Nopalea, tem sido largamente utilizada objetivando a
suplementacao da dieta dos animais nos periodos criticos do ano. Essa
cultura tem se mostrado bem adaptada as condicdes do Semiarido,
suportando grandes periodos de estiagem, por causa de propriedades
fisiolégicas, caracterizadas por processo fotossintético eficiente
(SANTOS et al., 2006). Contudo, em algumas localidades dos estados
da Paraiba, Pernambuco e Ceard, onde a palma é cultivada, as plantas
vém sendo atacadas pela cochonilha-do-carmim, provocando perda
significativa em sua producao. Os métodos mais utilizados para o
controle da cochonilha incluem a utilizacdo de variedades resistentes
(VASCONCELOS et al., 2002), sendo duas do género Nopalea

(Palma Doce ou Miuda e Palma IPA Sertanea ou Baiana — Nopalea
cochenillifera Salm-Dick) e uma do género Opuntia (Palma Orelha de
Elefante Mexicana - Opuntia tuna (L.) Mill). Além do uso de variedades
resistentes, existe o controle biolégico e o uso de defensivos quimicos
alternativos, porém, essas abordagens se encontram em fase
experimental e, no caso de defensivos quimicos, até o momento nao ha
inseticidas registrados para esta finalidade.

A alternativa de controle da cochonilha por meio do plantio de
cultivares resistentes ja vem sendo utilizada, porém, em pequena
escala. Isso ocorre por causa da morosidade da técnica convencional
de estaquia, por meio de cladédios, que rende cerca de oito mudas
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em 60 dias (LIMA, 2013). O uso de técnicas de cultura de tecidos é a
alternativa vidvel para se atingir este objetivo, a mesma ja é utilizada,
mas em pequena escala, para a multiplicacdo da palma. A taxa de
rendimento é variavel, podendo chegar a 6,4 brotacées em 30 dias
(MOHAMED-YASSEEN et al., 1995); 12 brotacées com 30 dias e 16
com 60 dias (ALVES et al., 2013) e de 12 a 17 brotagées em 45 dias
(FLINT et al., 2013).

O pH do meio nutritivo é importante para a obtencao de culturas in
vitro de vérias espécies e para a absorcao de nutrientes pelas plantas,
tendo sido avaliada sua influéncia no desenvolvimento in vitro de
fungos (MONTARROYOS et al., 2007), microalgas (KARAM; SOCCOL,
2007) e tangerina (PASQUAL et al., 2002) E sabido que a acidificacéo
do meio nutritivo, caso atinja valores inferiores a um pH de 4,5, pode
resultar na hidrélise do agente gelificante, fazendo com que o0 mesmo
nao polimerize ao esfriar, afetando assim a consisténcia do meio
(BARROS; PASQUAL, 1992; COUSSON; THANH, 1981; GEORGE;
SHERRINGTON, 1984; PASQUAL et al., 1992; SHINGA, 1982;
SKIRVIN et al., 1986).

Quanto ao carvao ativado, sua adicdo ao meio de cultura pode
resultar tanto em efeitos positivos quanto negativos. Em relagcao aos
efeitos positivos, podem ser mencionadas a formacao de ambiente
escuro para as raizes e a adsorcao de substancias inibitérias do
desenvolvimento das plantas como fendis e etileno (DIAS et al., 2013;
SARTOR et al., 2013; THOMAS, 2008). Quanto aos efeitos negativos
do carvao ativado, podem ser destacados a adsorcao de reguladores
vegetais, vitaminas e outras substéncias organicas importantes para

o desenvolvimento in vitro das plantas. O carvao ativado pode ainda
liberar substancias naturalmente presentes ou adsorvidas por ele
(COSTA et al., 2006; MOURA et al., 2008; PAN; STADEN, 1998). De
acordo com Ebert e Taylor (1990), o carvao ativado tem um elevado
efeito na adsorcao de reguladores de crescimento presentes no meio de
cultura.

Em relacdo a influéncia do volume de meio na formacao de érgaos
in vitro, Mendes et al. (2013) verificaram a influéncia no nimero de
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explantes e volume de meio nutritivo sobre o desenvolvimento de raizes
em microestacas de mandioca (Manihot esculenta Crantz). Da mesma
forma, Reis et al. (2003) observaram o efeito de diferentes volumes

de meio de cultivo e tamanhos de explantes na multiplicacdo de ipeca
(Psychotria ipecacuanha Brot. Stokes) in vitro. Camolesi et al. (2010)
constataram a influéncia do tamanho do frasco e do volume do meio
nutritivo sobre o desenvolvimento in vitro de bananeira ‘Maca’.

Considerando que os fatores citados podem afetar a taxa de
multiplicacao in vitro da palma-forrageira e que os mesmos ainda nao
foram testados para a propagacao in vitro de Opuntia tuna, objetivou-se,
com este trabalho, otimizar o protocolo de clonagem da palma-forrageira,
avaliando-se pela primeira vez a influéncia do pH, da presenca de carvao
ativado no meio de cultura e o volume de meio nutritivo no frasco uma
vez gue nao se encontrou nada na literatura a respeito.

Material e Métodos

O material vegetal utilizado para a realizacdo de todos os experimentos

foi proveniente de culturas estoque de palma-forrageira mantidas por
passagens de 120 dias, em sala de crescimento do Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Semiarido, com fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25 + 2 °C e intensidade luminosa de 40 yumol m2. O meio
nutritivo utilizado para a manutencao da cultura estoque foi preparado

de acordo com a formulacdo de sais inorganicos de MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), vitaminas (WHITE, 1943), 100,0 mg L de mio-inositol,
6,50 g L' de agar, 30,0 g L' de sacarose, 1,0 mg L' de benzilaminopurina
(BAP), 1,0 mg L' de acido naftaleno acético (ANA), pH 5,9 (aferido antes
da adicao do agar) dispensado em potes de polipropileno, medindo 9 cm
de altura x 8 cm de diametro da boca x 7 cm de didmetro de fundo a base
de 30 mL por pote frasco, e esterilizado por autoclavagem (121 °C, 1,05
atm de pressao, por 20 minutos).

A composicdo do meio nutritivo, tanto para a manutencao das culturas
estoque, quanto nos tratamentos testados, incluindo a adicao da
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citocinina BAP e da auxina ANA, seguiram a técnica padrdao adotada
para a micropropagacao de palma no Laboratério de Biotecnologia da
Embrapa Semiarido. Nos trés experimentos, tanto a composicao do
meio nutritivo quanto as condi¢cdes de crescimento, foram as mesmas
descritas para a cultura estoque, exceto quanto aos fatores testados,
que foram modificados de acordo com cada ensaio.

Os explantes utilizados para a instalagao dos experimentos foram
constituidos de segmentos de ramos de cerca de 2 cm de comprimento,
oriundos de brotacdes ja estabelecidas na cultura estoque.

Para verificar o efeito do pH do meio de cultura sobre o
desenvolvimento in vitro da palma, foram utilizados os seguintes
tratamentos (pH): T1: 3,7, T2: 4,7, T3: 5,7, T4: 6,7, T5: 7,7. Esses
tratamentos foram adotados tomando por base o pH de 5,7, que é o
normalmente utilizado para o cultivo in vitro de varias espécies.

Para verificar o efeito do carvao ativado sobre o desenvolvimento
in vitro de palma, foram utilizadas as seguintes concentracoes (mg
L"): T1: 0; T2: 40; T3: 80; T4: 160; T5: 320. As variacdes da
concentracdo de carvao ativado foram definidas a partir valores
normalmente utilizados no cultivo in vitro de varias espécies.

O efeito do volume de meio nutritivo sobre o desenvolvimento in vitro
de palma foi avaliado por meio do enchimento dos frascos de cultivo
com diferentes volumes de meio nutritivo, como segue: T1: 30; T2: 40;
T3: 50; T4: 60; T5: 70 (mL), tendo como controle o T1, com 30 mL de
meio e 12 explantes por pote, que é a técnica padrao utilizada para a
micropropagacao de palma no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa
Semidarido.

No experimento do pH foram avaliados nimero médio de brotos e
massa da matéria fresca. No caso do carvao ativado, foram avaliados
massa da matéria fresca, nimero e comprimento médio de brotos acima
de 2 cm. Quanto ao volume de meio, foram avaliados niimero médio de
brotos, massa da matéria fresca, além de nimero e comprimento médio
de brotos acima de 2 cm por frasco de cultura, considerando ser esse o
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comprimento minimo ideal para a aclimatizacdao das plantas no telado.
O nimero médio de brotos foi avaliado contando-se todos os brotos
formados a partir do explante inicial; a analise da massa da matéria
fresca foi realizada em balanca de precisao, pesando-se individualmente
as plantas que estavam sendo cultivadas in vitro. O ndmero e o
comprimento médio de brotos acima de 2 cm foram avaliados pela
contagem e medida apenas dos brotos com valores acima de 2 cm.

Para os experimentos de pH e carvao ativado, os dados foram
registrados apés 80 dias de cultivo dos explantes e, no experimento
variando o volume de meio nutritivo nos frascos, o registro de dados
ocorreu ap6s 120 dias de cultivos dos explantes. Essa diferenca entre
os tempos para o coleta dos dados ocorreu em funcdo dos volumes

de meio nutritivo e do tipo de frasco utilizados em cada experimento.
Para a avaliacdao do efeito do pH e da concentracdo de carvao, foram
utilizados tubos de ensaio de 25 mm x 150 mm contendo 20 mL de
meio de cultura, enquanto aquele relacionado a influéncia da quantidade
de meio nutritivo sobre o desenvolvimento das plantas foi conduzido
em frascos de cultura de polipropileno, medindo 9 cm de altura x 8 cm
de diametro da boca x 7 cm de didmetro de fundo contendo 30 mL, 40
mL, 50 mL 60 mL e 70 mL de meio.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, sendo os testes de pH e carvao ativado constantes de
cinco tratamentos, cinco repeticoes e a unidade experimental composta
de quatro tubos de ensaio, cada um com um explante. O experimento
para a analise de volume de meio constou de cinco tratamentos, cinco
repeticoes e a unidade experimental composta de quatro potes de
cultura, de polipropileno, medindo 9 cm de altura x 8 cm de didmetro
da boca x 7 cm de didmetro de fundo, cada um inoculado com 12
explantes. Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando-
se o programa SAS for Windows, versdo 9.2, 2002-2008.
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Resultados e Discussao

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados referentes ao nimero
médio de brotos e massa da matéria fresca (g) em funcao dos
diferentes valores de pH avaliados. Tanto para o nimero médio de
brotos quanto para a massa da matéria fresca, os pHs de 3,7 e 4,7
resultaram em valores superiores aos demais tratamentos, seguido de
queda de desenvolvimento em pH a partir de 5,7.

Tabela 1. Niumero médio de brotos e massa da matéria fresca de palma
[Opuntia tuna (L.) Mill.] em funcao dos diferentes valores de pH, aos 80
dias de cultivo. Embrapa Semiérido, Petrolina, PE, 2016.

pH N° médio de brotos Massa da matéria fresca (g)
3,7 11,69 a 1,27 a
4,7 10,44 ab 1,31 a
5,7 4,17 c 0,37 b
6,7 5,57 bc 0,55 b
7.7 3,65 ¢ 0,29 b
CcVv 39,42 39,84

Dados acompanhados de uma mesma letra na coluna sao iguais segundo o teste de Tukey
com 5% de probabilidade.

A queda no desenvolvimento das culturas, observada a partir do pH
5,7, foi brusca, embora seja esse o pH usado convencionalmente nos
meios de cultura de palma e de outras espécies. A qualidade visual das
culturas continuou caindo a medida que os pHs se elevaram, tanto com
relacdo a cor, que adquiriu tonalidade verde descolorida, quanto aos
caules, aparentemente mais frageis (Figura 1).
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5,7

Foto: Juliana Martins Ribeiro.

6,7 7,7

Figura 1. Aspecto das plantas submetidas aos diferentes valores de pH (3,7; 4,7; 5,7;
6,7 e 7,7) no meio nutritivo.

O pH 5,7 é considerado como aquele que permite o melhor
aproveitamento dos nutrientes, para maioria das espécies. Para a
palma-forrageira, porém, os pH de 3,7 e 4,7 sdao os mais favoraveis
quanto as variaveis avaliadas.

Entre outros fatores, o pH do meio nutritivo é importante para a
obtencao de culturas in vitro de varias espécies e para a absorcao

de nutrientes pelas plantas, sendo avaliada sua influéncia no
desenvolvimento in vitro de fungos (MONTARROYOQS et al., 2007),
microalgas (KARAM; SOCCOL, 2007) e tangerina (PASQUAL et

al., 2002). Sabe-se que a acidificacdo do meio nutritivo, caso atinja
valores inferiores a um pH de 4,5, pode resultar na hidrélise do agente
gelificante, fazendo com que o mesmo nao polimerize ao esfriar,
afetando assim a consisténcia do meio (BARROS; PASQUAL, 1992;
COUSSON; THANH, 1981; GEORGE; SHERRINGTON, 1984; SHINGA,
1982; SKIRVIN et al., 1986; PASQUAL et al., 1992). Todavia, neste
trabalho, por motivos ainda ndao conhecidos, o agar gelificou em todos
os pHs testados.
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Na Tabela 2 sdao apresentados os resultados referentes a massa da
matéria fresca, nimero e comprimento médio de brotos acima de 2 cm,
decorrentes das concentracdes de carvao ativado no meio de cultura.
Verificou-se ter havido diferenca para todas as variaveis analisadas, em
funcao das diferentes concentracoes de carvao ativado adicionadas ao
meio de cultura. Concentragces de carvao superiores a 80 mg L' foram
capazes de induzir, no maximo, um broto por explante, impossibilitando
a anélise estatistica dessa variavel. Nao houve inducao de brotos com
comprimentos superiores a 2 cm sem a adicdo de carvao ativado ao
meio de cultura.

Tabela 2. Massa da matéria fresca (g), nimero e comprimento (cm)
médios de brotos acima de 2 cm de palma [Opuntia tuna (L.) Mill.]
em funcao das diferentes concentracdes de carvao ativado no meio
de cultura, aos 80 dias de cultivo. Embrapa Semiérido, Petrolina, PE,
2014.

Concentracédo (mg L) de Massa da N° médio de Comprimento médio
carvao ativado no meio matéria fresca brotos acima (cm) de brotos acima
de cultura (g) de 2 cm de 2 cm

0 0,56 a - --

40 0,46 ab 0,44 b 2,14 b
80 0,19 ¢ 0,5 ab 2,19 b
160 0,22 ¢ 0,55 ab 2,15 b
320 0,28 bc 0,85 a 2,68 a
Ccv 35,23 35,07 7,24

Dados acompanhados de uma mesma letra na coluna séo iguais segundo o teste de
Tukey com 5% de probabilidade.

Os brotos induzidos em meios nutritivos sem carvao ativado
apresentaram-se com comprimentos reduzidos, varios deles nao se
alongando acima de 2 cm, mas apenas formando calos intensamente na
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base (Tabela 2). Ao contrario, a medida que aumentou a concentracao
de carvao ativado, houve uma tendéncia para aumento no nimero de
brotos com comprimentos médios acima de 2 cm e reducao gradativa
da formacao de calos, culminando com um maior valor dessa variavel a
concentracdo de 320 mg L.

Plantas com maior nimero médio de brotos resultaram em menores
comprimentos dos mesmos (Tabela 2). De acordo com Taiz e Zeiger
(2004), de maneira geral, existe uma relacdo antagdnica entre
comprimento e nimero médio de brotos. Ribeiro e Teixeira (2008),
Ribeiro et al. (2011) e Teixeira et al. (2008), analisando o cultivo

in vitro de fafia (Pfaffia glomerata L.), Eucalyptus pellita e Sequoia
sempervirens, também observaram que as plantas que apresentaram
maior nimero médio de brotos também eram aquelas que possuiam
menores comprimentos médios dos mesmos.

Quanto aos dados relacionados com a influéncia do volume de meio
nutritivo nos frascos de cultura, houve diferenca para ndmero total
médio de brotos, massa da matéria fresca e nimero médio de brotos
acima de 2 cm, mas nao para o comprimento médio de brotos acima de
2 cm, provavelmente pela sua capacidade de adsorver componentes do
meio de cultura, entre eles, reguladores de crescimento.

De acordo com os dados da Tabela 3, os maiores valores para nimero
médio de brotos e nimero médio de brotos acima de 2 cm foram
observados quando foram utilizados 60 mL e 70 mL de meio. Para a
varidvel massa da matéria fresca, valores estatisticamente superiores
foram observados quando se usou 70 mL de meio. Para a variavel
comprimento médio de brotos acima de 2 cm, nao foi observada
diferenca significativa entre as médias. As quantidades de meio
nutritivos de 30 mL e 40 mL nao foram capazes de induzir brotos com
comprimento superiores a 2 cm.
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Tabela 3. NUmero médio de brotos, fresca, nimero médio de brotos
acima de 2,0 cm e comprimento médio de brotos acima de 2 cm de
palma [Opuntia tuna (L.) Mill.] em funcao dos diferentes volumes de
meio nutritivo, aos 120 dias de cultivo. Embrapa Semiéarido, Petrolina,
PE, 2016.

Volume de N° médi Massa da N° médio de Comprimento médio
médi
meio nutritivo de b et ° matéria fresca brotos acima (cm) de brotos acima
e brotos

(mL/frasco) (g) de 2 cm de 2 cm
30 16,4 c 4,03 ¢c - -
40 26,75 ¢ 4,81 ¢ - -
50 51,42 b 10,91 b 1.4b 2,45 a
60 65,0 ab 15,0 b 9,87 a 2,35 a
70 81,21 a 22,07 a 15,06 a 2,65 a
CcVv 26,86 22,81 39,42 9,16

Dados acompanhados de uma mesma letra na coluna séo iguais segundo o teste de Tukey
com 5% de probabilidade.

Nao foi encontrado na literatura cientifica qualquer trabalho com palma
avaliando a influéncia do volume na formacéao de 6rgaos pela planta.
Reis et al. (2003) avaliaram o efeito de diferentes volumes de meio de
cultivo e tamanhos de explantes na multiplicacédo de ipeca (Psychotria
ipecacuanha Brot. Stokes) in vitro. Foram testados os volumes de 10
mL , 20 mL, 30 mL e 40 mL de meio nutritivo. Os autores observaram
que os volumes de 30 mL e 40 mL foram significativamente superiores
na inducao de brotacoes.

Camolesi et al. (2010) avaliaram, entre outros parametros, a
influéncia do tamanho do frasco e do volume do meio nutritivo sobre
o desenvolvimento in vitro de bananeira Maca. Para isso, nos frascos
de 250 mL, foram adicionados 40 mL de meio de cultivo, e 60 mL de
meio de cultivo foram adicionados nos frascos de 500 mL. Os autores
observaram que frascos de 500 mL contendo 60 mL de meio nutritivo
resultaram em maior taxa de multiplicacdo dos explantes. Da mesma
forma, neste trabalho, o aumento do volume de meio favoreceu a
formacao de brotos em palma.
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Os resultados apresentados neste trabalho indicam que, do ponto de
vista econdmico, serd mais vantajoso empregar potes contendo 70

mL de meio de cultura, do que usar potes com menores quantidades
de meio, ja que o rendimento, em numero de brotos por frasco, numa
mesma area de prateleira serd duas ou mais vezes maior, gastando-se a
mesma quantidade de meio de cultura.

Conclusoes

Meios de cultura ajustados para 3,7 e 4,7 possibilitam a maior
formacao de brotos e de biomassa fresca de O. tuna durante a fase de
multiplicacao in vitro.

A concentracado de carvao ativado no meio nutritivo ndo deve
ultrapassar 40 mg L', para a multiplicacdo de O. Tuna.

Quando a finalidade da cultura objetivar o alongamento do brotos, a
concentracdo de carvao ativado no meio nutritivo deve ser de 320 mg L.

Frascos contendo 70 mL de meio de cultura e 12 explantes de O. tuna
por frasco, do ponto de vista econdmico, sdo os mais indicados para a
manutencao da cultura.
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