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RESUMO

A pitaia é uma cultura tolerante a ambientes adversos, o que a torna potencial no uso de
areas afetadas, além de ser apreciada pelo sabor adocicado. Técnicas de cultivo como a cultura
de tecidos tém sido utilizadas para alcancar alta taxa de multiplicagdo com o controle das
variaveis ambientais, além de possibilitar a selecdo de materiais tolerantes ao serem expostos a
agentes seletivos. Segmentos de cladddio das espécies de pitaia Hylocereus undatus,
Hylocereus polirhysus, Hylocereus megalanthus e hibrida Hylocereus polyrhisus x Hylocereus
undatus foram multiplicados in vitro, submetidos as concentragdes de 0, 25, 50 e 100 mM de
NaCl, com o objetivo de avaliar a tolerancia das especies em funcdo do aumento das
concentracfes de NaCl no que se refere ao desenvolvimento vegetativo e caracteristicas
fisioldgicas. Foram avaliadas as caracteristicas fitotécnicas, nimero e comprimento de brotos,
comprimento de planta e raiz, biomassa fresca e seca e; fisiologicas, teor relativo de &gua,
extravasamento de eletrdlitos e pigmentos fotossintéticos. As maiores concentracdes de NaCl
foram prejudiciais ao desenvolvimento das espécies de pitaia, de forma que, a partir da
concentracdo de 25 mM houve reducdo do desenvolvimento das espécies que apresentaram
sensibilidade, inibindo, por vezes, o desenvolvimento da espécie de pitaia amarela. A espécie
de pitaia hibrida foi predominantemente influenciada pelas concentracdes de NaCl nas variaveis
fisiologicas. Os resultados obtidos possibilitam concluir que a pitaia amarela foi sensivel ao
aumento das concentraces de NaCl nas variaveis fitotécnicas e fisioldgicas, a pitaia branca e
hibrida foram, de forma geral, tolerantes e, a pitaia vermelha apresentou comportamento
intermediario.

Palavras-chave: Hylocereus sp. In vitro. Tolerancia. NaCl.



ABSTRACT

The pitaya is a culture tolerant to adverse environments, which makes it with potential
use in affected areas, in addition to being appreciated for its sweet taste. Cultivation techniques
such as tissue culture have been used to achieve a high multiplication rate with the control of
environmental variables, in addition to enabling the selection of tolerant materials when
exposed to selective agents. Cladode segments of the pitaya species Hylocereus undatus,
Hylocereus polirhysus, Hylocereus megalanthus and hybrid Hylocereus polyrhisus x
Hylocereus undatus were multiplied in vitro, submitted to concentrations of 0, 25, 50 and 100
mM of NaCl in order to evaluate the tolerance of the species as a function of the increase in
NaCl concentrations. The phytotechnical characteristics were evaluated: number and length of
shoots, plant and root length, fresh and dry biomass; and physiological relative water content,
electrolyte leakage and photosynthetic pigments. The highest concentrations of NaCl were
harmful to the development of pitaya species, so that, from the concentration of 25 mM, there
was a reduction in the development of species that showed sensitivity, sometimes inhibiting the
development of the species of yellow pitaya. The hybrid pitaya species was predominantly
influenced by NaCl concentrations in physiological variables. The results obtained allow us to
conclude that the yellow pitaya was sensitive to the increase of NaCl concentrations in the
phytotechnical and physiological variables, the white and hybrid pitaya were, in general,
tolerant and the red pitaya showed an intermediate behavior.

Keywords: Hylocereus sp. In vitro. Tolerance. NaCl.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL
1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas tém agravado a incidéncia de fatores prejudiciais ao
desenvolvimento das plantas, como altas temperaturas, déficit hidrico e salinidade, que podem
ocasionar diversas alteragdes nas plantas em nivel molecular, e reducdo do rendimento
agrondmico. O estresse salino € um dos fatores mais importantes que pode colocar em risco 0
cultivo de diversas culturas. Calcula-se que um terco das areas agricultdveis no mundo séo
afetadas, principalmente pela salinidade, podendo causar estresse osmotico e toxidez
(SHAHBAZ; ASHRAF, 2013; SHRIVASTAVA; KUMAR, 2015).

As espécies da familia Cactaceae, endémicas de regides aridas e semiaridas possuem
mecanismos adaptativos, como fechamento estomatico durante o dia, que confere eficiéncia no
uso da agua pela reducéo da transpiracéo e maior eficiéncia na assimilacao de CO; relacionados
ao metabolismo &cido crassuldceo (CELESTI-GRAPOW et al., 2016; MIZRAHI, 2014).

A pitaia, considerada uma frutifera exotica, é apreciada pelo sabor suave, composta por
substancias como vitaminas, fibras alimentares solUveis, fitoalbuminas e minerais com
propriedades funcionais (GARCIA-CRUZ et al., 2017). Seu potencial esta relacionado a
tolerdncia em ambientes salinos e secos devido as caracteristicas anatdmicas e morfoldgicas,
sendo esperado que esta cultura se desenvolva em éareas afetadas. No entanto, informacGes
relacionadas ao cultivo desta espécie ainda sdo escassas, de forma que foi recentemente
introduzido.

As plantas quando expostas as condicdes ambientais adversas, respondem
diferentemente ao ambiente, conforme a espécie e estadio de desenvolvimento devido a
plasticidade. A intensidade com que a planta é exposta ao estresse pode influenciar na resposta
a adaptacdo ao ambiente (ABDEL-FARID et al., 2020; MICKELBART, 2015).

A micropropagacdo de plantas trouxe beneficios ao cultivo, sendo uma ferramenta
importante a ser utilizada na selecdo de materiais genéticos, possibilitando a realizacdo de
ensaios de estresse salino para avaliar seu efeito sobre as plantas, e que podem trazer resultados
em um curto espaco de tempo, além de maior controle de fatores ambientais (GADAKH,;
PATEL; SINGH, 2017; GROVER; SHARMA, 2016; MARTINI; PAPAFOTIOU, 2020).
Diversas culturas quando expostas ao estresse salino induzido in vitro tém apresentado

sensibilidade, de forma que, caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento sdo severamente
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afetadas como surgimento de brotacfes e emissdo de raizes, reducdo nos teores de pigmentos
fotossintéticos.

A tolerancia a salinidade ¢ um tema ainda pouco abordado no que se refere ao cultivo
de pitaia, sabe-se, porém, que a variabilidade genética desta espécie € ampla. Testar suas
potencialidades torna-se uma ferramenta eficiente ao cultivo, uma vez que esta cultura esta
constantemente exposta a este fator. Este estudo abordaré o efeito do aumento da concentracédo
de NaCl no desenvolvimento vegetativo e caracteristicas fisiologicas de diferentes espécies de

pitaia micropropagadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Descricdo da cultura

A pitaia € uma planta rustica pertencente a familia Cactaceae conhecida popularmente
na Asia como “Fruta do dragdo”, com habito de crescimento escandente, o que permite sua
fixacdo em outros substratos. Seus frutos podem apresentar caracteristicas fisicas e quimicas
diversificadas quanto ao formato, presenca de espinhos, cor da casca e da polpa, teores de
solidos solaveis, flavonoides e antioxidantes (DE LIMA et al., 2013; HUA et al., 2018).

A pitaia possui amplas utilidades, sendo consumida ao natural por apresentar sabor
suave, pode também ter seu valor agregado quando processada e transformada em subprodutos,
como sucos, geleia, sorvetes, bolos, vinagre e ‘vinho’. Além disso, pode ser utilizada na
indUstria farmacéutica de produtos de beleza, na composicdo de shampoos, esfoliantes,
sabonetes e medicamentos (LIAOTRAKOON et al., 2013).

Dentre seus beneficios para a satde esta a reducao do risco de doencas cronicas, como
hipertensdo, hipercolesterolemia, diabetes, doencas cardiovasculares e prevencdo a anemia,
contribuindo também para o fortalecimento do sistema imunolégico (KHALILI et al., 2006;
NURMAHANI et al., 2012) na prevencdo do cancer, com agdo antioxidante pela presenca de
compostos bioativos como antocianinas (GUIMARAES et al., 2017) e potencial terapéutico
pelo efeito ansiolitico no tratamento de distdrbios psiquiatricos relacionados ao estresse (LIRA
et al., 2020).

O centro de origem da pitaia esta localizado em regides de sub-bosque na América do
Sul e Central, provavelmente a partir do México e da Colémbia, seu metabolismo CAM
possibilita adaptacdo a condi¢cGes ambientais extremas, com o fechamento de estbmatos durante
o dia sendo caracterizada como uma cultura tolerante a seca com eficiéncia no uso da 4gua, mas
precisa de suprimento nos estagios de floracéo e desenvolvimento de frutos.

Os principais géneros 0s quais a pitaia pertence sdo Hylocereus, Stenocereus,
Selenicereus e Cereus, que podem apresentar grande polimorfismo de flores, caule e frutos
(TEL-ZUR et al., 2011; TISARUM et al., 2018). Apresenta caule grosso, esverdeado e
segmentado, denominado cladddio, que desempenha funcéo fotossintetizante, desprovido de
folhas verdadeiras, mas provido de folhas modificadas, os espinhos, que protegem as auréolas
(DE PAULA; DE CASTRO RIBEIRO, 2004). Suas raizes, caracterizadas como fasciculadas,

séo fibrosas, abundantes e desenvolvem também numerosas raizes adventicias, que auxiliam na
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fixacdo e obtencéo de nutrientes (CANTO et al., 1993). Considerada planta de dias longos, o
fotoperiodo pode influenciar na formacao de gemas floriferas (Y1-LU et al., 2012).

A reproducéo de pitaia do género Hylocereus spp. pode apresentar incompatibilidade
parcial ou total, as flores sdo hermafroditas e se abrem, na maioria das vezes, uma Unica vez
durante a noite. Agentes polinizadores podem ser necessarios, dentre eles estdo espécies de
habito noturno como vespas, mariposas, morcegos e de habito diurno como as abelhas; a
polinizacdo manual pode ser utilizada para atingir rendimentos comerciais mais expressivos no
cultivo (DA SILVA; MARTINS; CAVALLARI, 2011; MUNIZ et al., 2019; ORTIZ-
HERNANDEZ; CARRILLO-SALAZAR, 2012).

Os frutos se desenvolvem completamente 30 a 40 dias ap0s a antese, com excecdo da
pitaia amarela que pode ter o periodo de frutificacdo estendido até 90 dias, podendo haver
desuniformidade na quantidade de flores e frutos. Fatores ambientais como a temperatura
podem explicar as diferencas observadas no periodo de desenvolvimento e maturagcdo dos
frutos. A fase de frutificacdo da maioria das espécies concentra-se de novembro a margo
(OSUNA-ENCISO et al., 2016).

Caracteristicas anatdbmicas e morfologicas propiciam maior adaptacdo aos fatores
ambientais como cuticulas espessas, hipoderme colenquimatica e o desenvolvimento de
grandes proporcdes de tecido parenquimatico com células mucilaginosas, espinhos, células
grandes e vacuolos com maior capacidade de armazenamento de agua e quantidade de
estdmatos reduzida (TERRAZAS; MAUSETH, 2002).

Hoje, devido a sua rusticidade e a grande quantidade de materiais que sdo selecionados
com caracteristicas que propicia resisténcia, esta cactacea estd amplamente distribuida em
regides tropicais e subtropicais pelo mundo (LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014), sendo
encontrada em paisagens variadas, que vdo desde 700 metros até 1.840 m de altitude, com
chuvas a partir de 350 até 2.000 mm e temperaturas entre 11 e 40 °C, e faixas 6timas de
producéo, variando entre 20 a 30 °C (ORTIZ-HERNANDEZ; CARRILLO-SALAZAR, 2012).
E sensivel & luminosidade intensa, sendo recomendado cultivo em areas sombreadas ou uso de
telados em ambientes com alta luminosidade (ALMEIDA et al., 2016; SOUSA et al., 2021).

Requer uma adubagédo rica em matéria orgénica e nutrientes, tais como nitrogénio,
potassio e fosforo. O N estimula a producéo de raizes e brotos, sendo necessario durante o
crescimento vegetativo até a pré-floragio da pitaia (ORTIZ-HERNANDEZ, 2000). O elemento
P é requerido em grande proporgao, sendo associado a fotossintese e divisdo celular (CASSAN

etal., 2020). A adubacéo potassica desempenha importante papel na qualidade do fruto, estando
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relacionada ao seu tamanho e a concentracdo de agucares e teor de acidez da polpa, que confere
sabor suave ao fruto, pois atua na ativacdo de enzimas, que sdo fundamentais nos processos
metabolicos (RABELO et al., 2020).

2.1.1 Mercado internacional e importéncia econémica

O consumo de pitaia tem crescido nas Ultimas décadas, sendo cultivada e comercializada
em diversos paises como uma nova frutifera. No entanto, esta cactacea € utilizada desde
milhares de anos pelos povos indigenas das Américas (MIZRAHI, 2014). Considerada uma
frutifera exdtica, apresenta caracteristicas distintas como sabor diferenciado e aspectos
morfoldgicos, e menor volume de consumo (WATANABE; OLIVEIRA, 2014) o que pode
dificultar a obtencédo de informacdes relacionadas a producéo.

Os maiores produtores mundiais de pitaia sdo o Vietna, a Coldmbia e México. O Vietna
€ 0 maior produtor e exporta pitaia para aproximadamente 40 paises, com producao de 30 a 50
toneladas/ha, o pais possui um grande investimento em tecnologias como desenvolvimento de
novas cultivares e técnicas de implantacdo do pomar. As principais espécies cultivadas sao
Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus (NGUYEN, 2020).

No Brasil, a pitaia é cultivada em todas as regides, ocorrendo predominantemente na
regido sudeste, situada no estado de Sdo Paulo, localizada na regido de Catanduva, com a
producdo entre os meses de dezembro a maio, tendo em média, producdo anual de 20 t de frutos
por hectare que varia de acordo com as condi¢des edafoclimaticas, técnicas de cultivo e idade
do pomar (LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006). De acordo com a Ceagesp (2020) o
preco médio do fruto tem alcancado o valor de R$ 16,65 o quilograma. A producdo também é
expressiva nos estados do Rio Grande do Sul e Ceara.

As principais espécies de pitaia cultivadas comercialmente no Brasil, sdo nomeadas
Hylocereus undatus (fruto de polpa branca e casca vermelha), Hylocereus polyrhizus (fruto
vermelho de polpa vermelha), e Hylocereus megalanthus (fruto amarelo de polpa branca) e
Hylocereus costaricensis (fruto de polpa vermelha-arroxeada) (SILVA et al., 2017). A espécie
Hylocereus setaceus Rizz. (casca vermelha com espinhos e polpa branca) é endémica e pode

ser encontrada dispersa no bioma cerrado.
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2.2  Micropropagacao de pitaia

Atualmente se tem intensificado a busca por técnicas de cultivo que acelerem as etapas
de estabelecimento e multiplicacdo de mudas, de forma que a produgéo tenha elevada eficiéncia
agronémica obtendo propagulos com maior qualidade. A micropropagacao permite a producao
em larga escala e uniforme, em curto espaco de tempo, sendo vista como um método eficiente
na regeneracdo de brotacdes de pitaia, assim como maior controle de fatores que podem
prejudicar o desenvolvimento inicial da cultura (MENEZES et al., 2012).

Existem diversos protocolos de propagacgéo in vitro de pitaia para atender a demanda
por grande quantidade de mudas. Dessa forma, o método de propagacdo vegetativa por
fragmentos de cladodio € comumente utilizado, o qual € obtido, muitas vezes, através do
estabelecimento de plantulas obtidas por sementes, ao originar clones que sdo repicados,
mantendo sua identidade genética para superar as dificuldades da propagacdo seminifera, que
pode gerar individuos com alta taxa de polimorfismo (ELIAS et al., 2015; SHENG et al., 2016).

Gemas axilares presentes nos segmentos de cladédio podem originar novos cladédios,
ao serem inoculadas em meio de crescimento, pelos tecidos meristematicos. As plantas com
potencial morfogénico podem regenerar seus tecidos, dada sua alta plasticidade através da
reprogramacao de células somaticas que sdo desdiferenciadas, e desenvolverem-se originando
novos 6rgaos por meio de organogénese direta ou indireta (IBANEZ et al., 2020).

Diversos fatores podem contribuir para que a planta ou explante se desenvolva como
componentes do meio, fitohormonios, tipo de explante e luz (BIDABADI; JAIN, 2020; ZENG
et al., 2016). O meio sem regulador de crescimento pode ser adequado na micropropagacao de
pitaia, pois 0s cactos possuem, muitas vezes, niveis étimos de reguladores endégenos (CHENG
et al., 2013; DREW; AZIMI, 2002; PASA et al., 2012), embora sua adicdo possa estimular
maior formacao de brotages secundarias.

Trivellini et al. (2020), a0 micropropagarem segmentos nodais de pitaia branca e um
hibrido, concluiram que houve, em média, 7 brotagdes, utilizando-se a concentracdo de 0,5 mg
L' de BAP e 0,25 mg L ™! de IBA. A formulagio ideal do meio MS, suplementado com 5,5
mg LT de 6-BAP e 0,10 mg L de ANA, proporcionou regeneracio abundante e alta
porcentagem de brotagdes em segmentos nodais de pitaia vermelha, apresentando em média 6,4
brotos em 30 dias (QIN et al., 2017).
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2.3 Inducéo de estresse salino in vitro

A micropropagacdo possibilita analisar o impacto de estresses em plantas como a
inducdo de estresse salino, de forma que outros fatores, como patdgenos, déficit hidrico,
temperatura e luminosidade n&o interfiram nos resultados obtidos (PIWOWARCZYK;
TOKARZ; KAMINSKA, 2016).

Essa técnica de cultivo pode ser utilizada para selecionar materiais tolerantes, visto que,
cerca de 20% do total de terras cultivadas e mais que 30% das terras agricolas irrigadas em todo
0 mundo sdo adversamente afetadas pela salinizagdo do solo. Além disso, ha um aumento de
cerca de 10% nas é&reas salinizadas por ano por causa da baixa precipitagdo, maiores
concentracdes de sal em agua de irrigacdo, evaporacdo superficial elevada e muitos outros
fatores (MACHADO; SERRALHEIRO, 2017), muitas vezes, agravados pelas mudancas
climaticas (DONG et al., 2020).

Os agentes seletivos comumente utilizados in vitro na indugéo ao estresse salino séo o
NaCl, KCI, sais solluveis que, muitas vezes, podem causar estresse ibnico, alteracdes
morfofisioldgicas, o que permite avaliar a intensidade com que a espécie pode ser atingida
(KIELKOWSKA, 2017; MU et al., 2016). Embora baixos niveis de agentes estressores possam
ndo ser prejudiciais ao crescimento e diferenciacdo, altos niveis podem resultar na inibicdo do
crescimento e morte celular (AL-KHAYRI; IBRAHEEM, 2014).

2.4  Efeitos da salinidade em plantas

As alteracdes provocadas no metabolismo das plantas em consequéncia do estresse
salino sdo dependentes de fatores como a espécie, 0s estagios de desenvolvimento, magnitude
e duracdo do estresse (MIZRAHI, 2020).

O efeito da salinidade no crescimento da planta estd relacionado a duas etapas
sucessivas, sendo que na primeira fase, as condicGes salinas ndo alteram significativamente o
crescimento da planta, porque Na* e CI™ que entram no xilema séo coletados nos vacuolos.
Entretanto, a medida que os sais se acumulam dentro dos tecidos da planta, as células sdo
incapazes de armazena-los nos vacuolos, de forma que a concentracéo no citoplasma aumenta
e a atividade de muitas enzimas é severamente inibida (PARIHAR et al., 2015).

Essa citotoxicidade idnica causada por Na*, Cl” e SO4~, tem por consequéncia estresse

iGnico e o estresse osmatico nas células vegetais ocasionado pela reducdo do potencial de dgua



17

no solo, desequilibrio nutricional, devido aos efeitos antagdnicos na absorcao e transporte de
nutrientes dentro da planta, e reducéo da absorcdo de nitrogénio, devido as interacGes entre Na*
e NH4 ou CI" e nitrato e estresse oxidativo, pela producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que sédo tdxicas para as células vegetais em altas concentragdes, ruptura da membrana,
devido a substituicdo dos ions célcio por ions sddio, e alteracdo da permeabilidade
(FARHANGI-ABRIZ; TORABIAN, 2017).

As taxas fotossintéticas também diminuem, o estresse salino pode afetar a atividade da
enzima ribulose bifosfato carboxilase-oxigenase, a eficiéncia de captura de luz do fotossistema
Il e a capacidade de transporte de elétrons, o que limita a translocacdo de fotoassimilados em
direcdo as raizes, causando reducdo do crescimento da planta (ALDESUQUY; MICKKY,
2014; YANG et al., 2006).

2.4.1 Mecanismos de defesa de plantas expostas ao estresse salino

Em resposta ao estresse salino e a seca, as plantas adotam varias estratégias, incluindo
modificacdo em diferentes processos fisioldgicos e bioquimicos, como percepcdes de sinal e
cascatas de transducdo para manterem sua sobrevivéncia (RANGANAYAKULU;
VEERANAGAMALLAIAH; SUDHAKAR, 2013).

As plantas consideradas hal6fitas desenvolveram varias estruturas ou mecanismos
especificos para se adaptar a ambientes salinos, como suculéncia das folhas e funcdes de 6rgaos
especializados, sendo capazes de controlar ativamente a absor¢éo, armazenamento e secre¢do
de ions em condigdes salinas. No entanto, aquelas ndo halofitas sdo suscetiveis ao estresse
salino e podem ter sua biomassa reduzida e ndo completar seus ciclos de vida (SONG et al.,
2017; YUAN et al., 2019).

A manutencdo do potencial de membrana, as atividades de vérias enzimas e a
concentracdo de osmolitos adequada na regulacéo do volume celular, séo todas dependentes da
homeostase ibnica, que é integralizada a sinalizacdo do fitormbénio ABA e, mais
especificamente, da homeostase do Na* e K*, sendo o K™ principal osmorregulador e ativador
de reacOes do metabolismo. Esse ajuste idnico, em que ha regulacdo da entrada destes ions na
membrana, ou transferéncia ao vacuolo pelos transportadores antiporteres, variam conforme
cada espécie (CONDE et al., 2011; EDEL; KUDLA, 2016; PUANGBUT; JOGLOY;
VORASOOT, 2017).
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As plantas acumulam solutos suficientes para corresponder, em osmolaridade, as
concentracdes aumentadas de ions no interior das celulas, o que facilita a entrada de agua
mantendo o turgor celular e o volume das organelas dentro das células (MUNNS et al., 2020).
A sintese de solutos organicos compativeis de controle ndo permite que ions se acumulem no
citosol da célula, essa adaptacdo osmotica € critica para sustentar o turgor celular e enzimas
antioxidantes (ARIF et al., 2020).

Os fitohormo6nios podem desempenhar funcdo de sinalizadores na adaptacdo a
ambientes estressores. O ABA pode controlar a abertura estomatica, sendo transportado até as
células guarda, em plantas expostas a salinidade, reduzindo a perda de dgua (NI1U, 2018). O
crescimento da raiz inibido pelo sal est associado ao acimulo reduzido de auxina, que consiste
numa menor translocacdo deste horménio (JIANG et al., 2016). Pode haver um acumulo de
etileno que é modulado pela transcricdo de proteinas importantes em plantas expostas ao
estresse salino (YU et al., 2020).

A expressao de genes na resposta aos fatores abioticos foi relatado por Qu et al. (2020)
que descreveram a expressdo do gene HUERF1 que pode regular a tolerancia a salinidade,
mediado por etileno, ao reduzir o acumulo de superdxido (O2) e peroxido de hidrogénio (H202)
e atividade de enzimas antioxidantes em pitaia (Hylocereus undatus); e por Li et al. (2019) que
isolaram genes como miR396 em Hylocereus polyrhizus responsavel por controlar genes alvo
como HpGRF6 de fatores reguladores de crescimento em condicdes de estresse.

O pré-condicionamento in vitro pode ser uma técnica importante a ser utilizada na
inducdo de biossintese de compostos bioativos na planta ou aplicacdo de substancias que séo
benéficas ao seu desenvolvimento, associada a fase de aclimatizacdo ou campo. O priming,
processo de rustificacdo, consiste na reducdo dos impactos causados pelo estresse, de forma
gue agentes adicionados ao meio possam mitigar eventuais danos a espécie vegetal e torna-las
previamente tolerantes (GAMMOUDI et al., 2020).
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CAPITULO 2  ESTRESSE SALINO INDUZIDO IN VITRO NA PERFORMANCE
VEGETATIVA E FISIOLOGICA DE PITAIA

RESUMO

A salinidade é um dos principais estresses abidticos que afetam as lavouras em todo o
mundo. A avaliacdo de genoOtipos para ter conhecimento do grau de tolerancia ao agente
seletivo, através da cultura de tecidos, considerada uma ferramenta biotecnoldgica eficiente,
com maior controle dos fatores ambientais, tem sido comumente utilizada para selecionar
materiais tolerantes. Foram micropropagados segmentos de cladddio de quatro espécies de
pitaia, sendo Hylocereus undatus, Hylocereus polirhysus, Hylocereus megalanthus e hibrida
Hylocereus polyrhisus x Hylocereus undatus em meio Phillips e Collins adicionado de
concentracgdes variando de 0-100 mM de NaCl, com o objetivo de avaliar o comportamento das
diferentes espécies em funcdo do aumento de concentracbes de NaCl nos pardmetros
fitotécnicos, numero de brotos, comprimento de broto, comprimento de planta e comprimento
radicular, biomassa fresca e biomassa seca de planta e; fisiologicos, teor relativo de agua,
extravasamento de eletrolitos e pigmentos fotossintéticos: clorofila a, b e total e carotenoides.
A concentracdo a partir da qual houve menor efeito do sal, foi de 25 mM de NaCl, sendo que o
aumento causou reducdo no desenvolvimento das espécies de pitaia pouco tolerantes, como a
pitaia amarela; a pitaia hibrida foi a espécie que apresentou maiores diferengas significativas
ao serem avaliadas as variaveis fisioldgicas, obtendo aumento a partir da concentracdo de 25
mM de NaCl. As espécies de pitaia branca e hibrida apresentaram maior tolerancia a salidade,
ao contrario da pitaia amarela, que teve seu desenvolvimento, por vezes, inibido, em
consequéncia do aumento das concentragdes de NaCl e da pitaia vermelha que comportou-se
de forma intermediéria.

Palavras-chave: Hylocereus sp. Micropropagacao. Salinidade.
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ABSTRACT

Salinity is one of the main abiotic stresses that affect crops worldwide. The evaluation
of genotypes to know the degree of tolerance to the selective agent, through tissue culture,
considered an efficient biotechnological tool, with greater control of environmental factors, has
been commonly used to select tolerant materials. Cladode segments of four species of pitaya
were micropropagated, being Hylocereus undatus, Hylocereus polirhysus, Hylocereus
megalanthus and hybrid Hylocereus polyrhisus x Hylocereus undatus in Phillips and Collins
medium added at concentrations ranging from 0-100 mM of NacCl, in order to evaluate the
behavior of different species as a function of the increase of NaCl concentrations in the
phytotechnical parameters, number of shoots, shoot length, plant length and root length, fresh
biomass and dry plant biomass and; physiological, relative water content, electrolyte leakage
and photosynthetic pigments: a, b and total chlorophyll and carotenoids. The concentration from
which there was less salt effect was 25 mM of NaCl, and the increase caused a reduction in the
development of poorly tolerant pitaya species, such as yellow pitta; the hybrid pitaya was the
species that showed the greatest significant differences when the physiological variables were
evaluated, obtaining an increase from the concentration of 25 mM of NaCl. The species of white
and hybrid pitaya showed greater tolerance to sality, unlike the yellow pitaya, which had its
development, at times, inhibited, as a result of increased concentrations of NaCl and red pitaya,
which behaved in an intermediate way.

Keywords: Hylocereus sp. Micropropagation. Salinity.
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1 INTRODUCAO

A salinidade é um dos fatores que tem causado serios impactos as plantas,
comprometendo a produtividade agricola, agravada pelas mudancas climaticas (CAMPBELL
et al., 2016; ULLAH et al., 2018), ao provocar danos em varios processos fisiolégicos e
moleculares, pelo acimulo de sais nos 6rgaos vegetativos, sendo, muitas vezes, irreversivel as
plantas (CHARFEDDINE et al., 2019; GAJENDER et al., 2014; LIU et al., 2020).

Espécie como a pitaia, encontrada em diversos ambientes € constantemente exposta ao
excesso de salinidade, sua tolerancia relacionada, muitas vezes, a mecanismos adaptativos,
além de ser apreciada por suas caracteristicas organolépticas, a torna uma cultura com potencial
uso em areas atingidas pela salinidade.

A cultura de tecidos € uma técnica que pode trazer grandes beneficios ao cultivo, pois
permite avaliar, tendo-se maior controle de variaveis ambientais, a performance das plantas ao
serem expostas ao estresse, sendo possivel selecionar materiais tolerantes. Estresse salino
induzido in vitro de espécies frutiferas como abacaxi (GOMEZ et al., 2017), morango
(MOZAFARI et al., 2019) e citros (CHATZISSAVVIDIS et al.,, 2014) submetidas a
concentragOes crescentes de cloreto de sédio apresentaram toxidez, sendo observada reducgéo
no nimero de brotos e estoldes e emissdo de raizes, e teor de clorofila.

O aumento da salinidade pode causar inibi¢do da biossintese de clorofila ou aumento de
sua degradacdo causando clorose nas plantas, afetar a fotossintese inativando enzimas
(MARSIC et al., 2018), e reducdo da taxa de transpiragdo, em consequéncia da baixa
condutancia estomatica para evitar a perda de agua (HANIN et al., 2016). Além de estresse
oxidativo causado pela producdo de espécies reativas de oxigénio, reducdo do potencial
osmotico pela reducdo do potencial de agua no solo, que dificulta a absor¢cdo de nutrientes e
desregulacdo da homeostase i6nica causada pela toxidez (ROY; TESTER, 2014).

As plantas respondem aos ambientes salinos por meio de mdltiplos mecanismos
fisiolégicos, metabdlicos e moleculares. Esses mecanismos sdo interconectados e ajustados
para criarem respostas especificas que levam a aclimatacdo da planta a ambientes adversos
(RIVERO et al., 2014). Além disso, melhorar a resisténcia das plantas ao estresse é importante
para o rendimento e sustentabilidade, visto que, as culturas com baixa resisténcia acarretam

desequilibrio no sistema pelo maior consumo dos recursos (ZHU, 2016).
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O estudo teve como objetivo avaliar o comportamento in vitro de quatro espécies de
pitaia submetidas a concentracdes crescentes de NaCl sobre o desenvolvimento vegetal e

fisioldgico, a fim de comparar e selecionar materiais tolerantes.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras-MG.

2.1  Multiplicacdo in vitro de pitaia

Segmentos de cladodio de aproximadamente 2 centimetros de pitaia amarela
(Hylocereus megalanthus), branca (Hylocereus undatus), hibrida (Hylocereus polyrhisus x
Hylocereus undatus) e vermelha (Hylocereus polyrhisus) estabelecidos in vitro (segundo
subcultivo oriundo de sementes) permaneceram durante 40 dias, em sala de crescimento, com
temperatura de 25+ 2° C, intensidade luminosa fornecida por lampadas de LED 36 umol m2s-
! e fotoperiodo de 16 h.

Os segmentos de cladddio foram destacados (com o uso de bisturi), e inoculados em
tubos de ensaio contendo 15 ml de meio (PHILLIPS; COLLINS, 1979) em camara de fluxo
laminar, suplementado com 5,5 g L™ de Agar, e 2,5 g L™ de sacarose e concentragdes de NaCl
(0, 25, 50 e 100 mM), sendo o pH do meio ajustado para 5,8+0,lutilizando 1N NaOH,
autoclavado a 120 °C por 20 min e 1 atm de pressdao. Posteriormente, os tubos foram

transferidos para sala de crescimento.

2.2 Andlise fitotécnica

Para analise fitotécnica, foram avaliados apds 40 dias, 0 nUmero de brotos secundarios
emitidos por explante, comprimento de brotos secundarios, comprimento radicular,
comprimento do segmento de cladddio, biomassa fresca e seca da planta. A quantidade de
explantes que formaram brotos foi obtida contando-se os brotos emitidos dos explantes das
repeticBes de cada tratamento, e o tamanho dimensionado através de um paquimetro digital.

O comprimento de planta e raiz foi obtido medindo-se o comprimento do segmento de
cladodio e da maior raiz utilizando paquimetro digital. A biomassa fresca de planta foi obtida
em balanca analitica de precisdo. A biomassa seca de planta foi submetida a secagem em estufa
de circulacéo forcada de ar & 65 °C durante 48 h e, em seguida, pesada em balanca analitica de

precisao.
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2.3 Andlise fisiolégica

2.3.1 Teor relativo de dgua (TRA)

Dois fragmentos de cladodio de 0,5 cm foram destacados de cada tratamento e utilizados
para avaliacdo do teor relativo de agua (TRA) e trés repeticdes. Essas amostras vegetais foram
pesadas para quantificacdo da massa fresca (MF), e em seguida imersas em tubos contendo
agua deionizada por 24 h. Apds esse periodo, pesou-se novamente as amostras para
determinacdo da massa turgida (MT), e, posteriormente, submetidas a secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar, a 65°C durante 48 h. Em seguida foram pesadas para obtencdo da
massa seca (MS). A determinacdo do TRA foi calculada seguindo a formula descrita por Barrs
e Weatherley (1962) (EQUACAO 1).

(MF—MS)
(MT—-MS)

TRA (%) = x 100 )

Em que:

TRA = Teor relativo de agua (%)
MF = Massa fresca (g)

MT = Massa targida (g)

MS = Massa seca (g)

2.3.2 Extravasamento de eletrolitos (EE)

Trés fragmentos de cladodios de aproximadamente 0,5 cm foram destacados de cada
tratamento e acondicionados em tubo de ensaio contendo 20 mL de &gua deionizada e trés
repeticdes. Os tubos foram dispostos em mesa agitadora por 24 h, a temperatura ambiente. Apos
esse periodo mediu-se a condutividade elétrica livre (CEL) da solu¢do. Em seguida, os tubos
foram colocados em banho-maria por 1 h a 100 °C e a condutividade elétrica total (CET) da
solucdo foi mensurada. A determinacdo da taxa de extravasamento de eletrélitos foi calculada
com base na seguinte formula proposta por Shi e Bao (2006) (EQUACAO 2):
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EE (%) = (== ) x 100 @)

Em que:
EE = Extravasamento de Eletrélitos (%)
CEL = Condutividade elétrica Livre

CET = Condutividade elétrica total da solucéo
2.3.3 Analise de pigmentos fotossintéeticos

Aproximadamente 0,025 g de cladddios retirados de cada tratamento, foram colocados
em 5 mL de solucdo de acetona 80%. Apds 24 h em geladeira a £ 4 °C foi mensurada a
absortividade das amostras em espectrofotémetro Elisa Multiskan GO (Thermo Fisher
Scientific) nos comprimentos de onda 470, 645, 652 e 663 nm segundo metodologia de Scopel,
Barbosa e Vieira (2011). As leituras dos comprimentos de onda foram realizadas em triplicata,
utilizando-se 3 repeti¢des por tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos a formula desenvolvida por Li, Tang e Xu (2013)
para quantificacdo dos teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides. A anélise
foi realizada por meio do programa Skanit Software 5.0 for Microplate Readers RE versdo
5.0.0.42.

2.4 Analise microscopia eletrbénica de varredura

A analise foi realizada no laboratorio de microscopia eletrénica do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

Amostras de segmentos de cladodios dos tratamentos de espécies de pitaia submetidas
a maior concentracdo de NaCl (100 mM) foram fixadas em solucdo de Karnoviski durante 24h
e imersas em cacodilato de sodio por duas vezes e, posteriormente, desidratadas em série por
10 minutos utilizando-se Acetona 70%, 85%, 90% e 100%, sendo a ultima, repetida duas vezes,
e, em seguida, realizada secagem ao ponto critico, montadas em stubs e recobertas com
Carbono. As amostras foram analisadas por meio de microscopio eletronico de varredura
modelo LEO EVO 40.
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2.5  Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4x4, totalizando 16 tratamentos e trés repeti¢fes. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia a 5% de probabilidade e as médias analisadas por meio de regressao
polinomial no programa estatistico SISVAR versao 5.1 (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeito da salinidade nas caracteristicas fitotécnicas

Houve interagdo significativa entre os fatores concentragcdo de NaCl e espécies de pitaia
(p < 0,05). As variaveis analisadas nimero de brotos emitidos, comprimento de brotos,
comprimento de planta e comprimento radicular, biomassa fresca e seca de todas as espécies
foram influenciadas pelas concentrac6es de NaCl.

A pitaia branca ndo apresentou sintomas de clorose ou qualquer outra anormalidade
como descrito por Mou et al. (2021) ao ser observado na Figura 1, sendo esperado este
resultado, visto que esta espécie apresenta alta tolerancia e é comumente utilizada em
programas de melhoramento genético para originar hibridos com caracteristicas superiores. Ndo
houve alteracGes que causassem a morte dos explantes ou mesmo morfolégicas, e que inibissem
a emissdo de brotos, apenas leve amarelecimento das variedades de pitaia vermelha, hibrida e
amarela (FIGURA 1a, b, c e d).

Figura 1 — Desenvolvimento das variedades de pitaia branca (a) vermelha (b), hibrida (c) e
amarela (d) submetidas as concentracfes de NaCl (0, 25, 50 e 100 mM).

% "1

Fonte: Da autora (2021).

A pitaia é considerada uma cultura tolerante quando submetida a condi¢des adversas
como déficit hidrico e salinidade, metaboliza CO> via metabolismo &cido crassulaceo, tendo-se
maior eficiéncia na sua assimilacdo, além do fechamento estomético que ocorre durante o dia,
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reduzindo a transpiracdo e consequente perda de gua, e que permite manter a atividade celular,

sua anatomia e morfologia também favorece seu desenvolvimento (WANG et al., 2019).

3.1.1 Efeito da salinidade na emissdo e comprimento de brotos secundarios

Diferenca significativa foi observada na emissao de brotos em concentracdes de NaCl e
espécies de pitaia amarela, branca e vermelha, havendo comportamento similar no
comprimento de brotos. A pitaia amarela apresentou reducdo na emissao de brotos quando
aumentadas as concentracdes de NaCl, sendo que a concentragdo de 100 mM inibiu seu
desenvolvimento. As espécies de pitaia branca e vermelha responderam satisfatoriamente
apresentando maior nimero de brotos no tratamento correspondente a concentracao de até 25
mM (FIGURA 2).

No comprimento de brotos foi observado novamente mesmo comportamento para a
espécie de pitaia amarela sendo reduzido quando as concentragdes de NaCl foram aumentadas.
Assim como a espécie de pitaia branca que apresentou maior comprimento de brotos quando
exposta a concentracdo até 25 mM de NaCl. A pitaia vermelha, apresentou menor média no
tratamento submetido a concentracdo até 25 mM de NaCl, tendo comportamento incomum,
pois é previsto que haja tolerancia da espécie quando exposta a concentra¢cbes mais baixas de
NaCl (FIGURA 2).

Figura 2 — NUmero de brotos emitidos das espécies de pitaia amarela, branca, hibrida e vermelha
submetidas as concentracdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.
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Figura 3 — Comprimento de brotos das espécies de pitaia amarela, branca, hibrida e vermelha
submetidas as concentracgdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.
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Em consequéncia do acimulo de sais, o ciclo celular e diferenciacdo podem ser afetados
drasticamente interrompendo a expansao celular, ao reduzir a atividade de ciclinas e quinases
que resultam em menos células no meristema, limitando o crescimento e sintese enzimatica de
DNA, RNA, sintese de proteinas e mitose, o que pode comprometer o rendimento agronémico
(SECKIN DINLER; SEKMEN; TURKAN, 2008).

Ahmed et al. (2020) observaram que em variedades de batata micropropagadas,
expostas aos tratamentos com altas concentra¢fes de NaCl (100-150 mM), levou a inibicdo da
microtuberizacdo e crescimento de estol6es, comportando-se de forma similar a espécie de
pitaia amarela, que ndo se desenvolveu quando exposta a maior concentracdo de NaCl (100
mM).

As espécies de pitaia branca e vermelha apresentaram tolerdncia ao NaCl em
concentragdo moderada (25 mM), embora tenham sido sensiveis ao incremento em relagdo a
variavel nimero de brotos. Assim como na micropropagagdo de espinafre, em que houve
reducdo no numero de brotos na medida em que concentracbes de NaCl foram sendo
aumentadas, obtendo menor numero de brotos quando submetido ao tratamento de maior
concentracdo (300 mM) (MUCHATE et al., 2019).

Em Stevia rebaudiana (Bert.) micropropagada submetida as concentracfes de NaCl
variando entre 0-80 mM, foram observados menores nimeros de gemas e comprimento de

brotos em meio acrescido de 80 mM de NaCl, para ambos no 15° dia e 30° dia de medicéo
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(FALLAH et al., 2017). A pitaia branca apresentou comportamento similar sendo tolerante
guando exposta a concentracdo de 25 mM, mas sensivel ao incremento. Ao contrario da pitaia
vermelha que obteve aumento no comprimento de brotos conforme as concentracGes de NaCl

aumentaram.

3.1.2 Comprimento de planta e raiz

A espécie de pitaia hibrida quando submetida as concentracdes de NaCl, ao ser estudada
a caracteristica comprimento de planta, alcangou maior comprimento de planta na concentracdo
de 25 mM, com aumento de 7,23 % em relagéo ao tratamento controle (FIGURA 4).

O comprimento de raiz foi influenciado pelas concentracfes de NaCl quando utilizadas
as espécies amarela, branca e vermelha, que obteve respostas satisfatorias na auséncia de NaCl
(FIGURA5).

Figura 4 — Comprimento de planta das espécies de pitaia amarela, branca, hibrida e vermelha
submetidas as concentracdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.
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Figura 5 — Comprimento de raiz das espécies de pitaia amarela, branca, hibrida e vermelha
submetidas as concentracdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.
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O crescimento das plantas pode ser inibido em funcéo da toxidez causada pelo acimulo
de sal, pela reducdo do potencial hidrico dentro da célula, assim como pela reducgéo da atividade
mitotica das células durante o impacto ocasionado pelo sal, levando, muitas vezes, a morte
celular (CAJERO-SANCHEZ et al., 2019; TABUR; DEMIR, 2009). Pode haver reducdo na
translocacédo de fotoassimilados, pela baixa taxa de assimilacéo de carbono, o que compromete
o crescimento radicular (VILA et al., 2020).

A espécie de pitaia hibrida apresentou sensibilidade ao aumento das concentracdes de
NaCl na variavel comprimento de plantas quando exposta as maiores concentracdes. Pérez-
Jimenez e Pérez-Tomero (2020) relataram que diferentes genotipos da espécie Citrus
macrophylla expostos as concentragdes salinas de 0 e 80 mM de NaCl tiveram seu crescimento
afetado em quase todos os gendtipos nas condicdes salinas de 80 mM, com exce¢do de MMNL.

A capacidade de formacao de raizes adventicias em variedades de macd, a partir de calos
desdiferenciados, diminuiu sob estresse salino, assim como seu tamanho. Esses resultados
sugerem que o sal (150 mM) inibiu a formacao de raizes de plantulas e seu desenvolvimento
(GOU et al., 2016), a espécie de pitaia amarela exposta & maiores concentracdes de NaCl
apresentou comportamento similar.

Fragmentos vegetativos da espécie Honckenya peploides L., que sobrevive em solos
arenosos, caracterizada como haldfita, apresentaram intolerdncia ao serem expostos a

concentracdo de 75 mM de NaCl com raizes mais curtas e menos numerosas (KULPA,
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WROBEL; BEDNAREK, 2020), assim como as espécies de pitaia braca e vermelha que

apresentaram menor desenvolvimento radicular.

3.1.3 Biomassa fresca e seca de planta

As pitaias amarela e vermelha foram influenciadas pelas concentracdes de NaCl na
avaliacdo da biomassa fresca, em relacdo as demais espécies, de forma que o tratamento em
que néo foi empregado NaCl, obteve melhor resposta em pitaia amarela, apresentando diferenca
de 69,39% no teor de biomassa fresca entre o tratamento controle e a maior concentragéo (100
mM) que obteve menor biomassa fresca. A pitaia vermelha apresentou maior quantidade de
biomassa fresca na concentracao de 50 mM (FIGURA 6).

A biomassa seca apresentou significancia quando estudadas as espécies amarela, hibrida
e vermelha. A pitaia vermelha e hibrida obtiveram maiores biomassa seca quando submetidas
aos tratamentos com maiores concentracfes de NaCl. A pitaia amarela obteve reducdo da

biomassa seca com 0 aumento da concentracao de NaCl (FIGURA 7).

Figura 6 — Biomassa fresca de planta das espécies de pitaia amarela, branca, hibrida e vermelha
submetidas as concentracdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.
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Figura 7 — Biomassa seca de planta das espécies de pitaia amarela, branca, hibrida e vermelha
submetidas as concentracdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.

0,054 -
Ya=0,0003x2 - 0,002x + 0,0059
. R2=0,9333
Yb=ns
— i Yh =0,0004x2 - 0,0007x + 0,0094
2 0,036 R2=0,773
© ~
S Yv =0,0034x2 - 0,0132x + 0,0204
7] R2=0,9998
CG [ ]
0,018 -
.S D DG
m T T T s B *
e :
.\ A J
0,000 . . . )
0 25 50 100

Concentracéo de NaCl (NaCl)

Amarela ----- Branca e Hibrida ------- Vermelha

Fonte: Da autora (2021).

A biomassa fresca e seca é um indicador da atividade fotossintética, assim como da
quantidade de fotoassimilados que a planta é capaz de acumular, desta forma, as espécies foram
afetadas pelos teores de NaCl, pois as concentracdes de sal impdem limitacdo importante de
produtividade relacionada aos efeitos adversos sobre o crescimento da planta e metabolismo de
carboidrato, ao reduzir a sintese de acuUcares pela inativacdo de enzimas importantes,
principalmente, naquelas menos tolerantes (CHATTERJEE; BISWAS; BISWAS, 2017).

A biomassa fresca e seca de brotos originados de explantes nodais micropropagados da
espécie medicinal Bacopa monnieri (L.) Pennell apresentou reducdo a medida em que foram
aumentadas as concentracdes, chegando a obter uma reducdo de 61,69 % e 40,0 % na maior
concentracdo (200 mM) em relacdo ao tratamento controle (AHIRE et al., 2013).

Segmentos nodais de Stevia rebaudiana B. relatado por Lucho et al. (2019)
apresentaram sensibilidade ao serem submetidos as concentracdes salinas de NaCl variando
entre 0 — 1,5 g L, tendo sua biomassa fresca e seca reduzida em fungdo do aumento da
concentragdo de NaCl. Comportamento semelhante foi observado na espécie de pitaia amarela.

3.2  Efeitos da salinidade nas caracteristicas fisiologicas
Houve interacdo significativa nas caracteristicas fisioldgicas entre as concentragdes de

NaCl e as espécies de pitaia (p <0,05). As espécies de pitaia foram influenciadas no estudo das

variaveis teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total, extravasamento de eletrélitos e teor
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relativo de &gua, pelas concentra¢Bes de NaCl testadas, tendo-se, por vezes, aumento conforme

adicdo das concentractes de NaCl.

3.2.1 Teor relativo de 4gua (TRA)

A caracteristica teor relativo de agua apresentou efeito significativo nas espécies de
pitaia branca, hibrida e vermelha, sendo influenciado pelas concentracfes de NaCl. A pitaia
hibrida obteve resultado significativo ao serem aumentadas as concentracGes de NaCl, ao
contrario da pitaia branca e vermelha, que responderam melhor ao tratamento sem adicéo de
NaCl (FIGURA 8).

Figura 8 — Teor relativo de 4gua das espécies de pitaia amarela, branca, hibrida e vermelha
submetidas as concentracdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.
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Fonte: Da autora (2021).

Em condicdes in vitro, linhagens transgénicas de pimenta malagueta (Capsicum
annuum) submetidas as concentragdes entre 0-250 mM de NaCl, apresentaram resultados
similares ao tratamento onde foi utilizada a espécie de pitaia hibrida, obtendo elevado teor
relativo de &gua (80,2%) quando empregadas altas concentracfes salinas (BULLE; YARRA;
ABBAGANI, 2016), o que indica tolerancia desta espécie.

O efeito do estresse salino no teor relativo de agua foi reduzido com o aumento da
duracéo do estresse salino, esta diminuicéo foi maior no clone hipoteticamente menos tolerante
'Y8', sendo seu valor de 40-50%, de Eucalyptus Tereticornis, submetido as concentracGes de 0

e 500 mM de NaCl (SINGH; KUMAR, 2021). Na micropropagacéo de tabaco, os materiais néo
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transgénicos apresentaram valores inferiores de TRA em comparagdo as outras linhagens
transgénicas quando submetidos a concentracdo de 200 mM de NaCl (JHA et al., 2021).
Resultado similar aos encontrados nas espécies de pitaia branca e vermelha que foram sensiveis
ao aumento da concentracdo de NacCl.

O acumulo de Na* e CI" no teor de sal soltvel da célula induz efeitos negativos no
potencial da &gua que obstruem a absorcdo de agua e minerais, resultando em déficit hidrico, o
que acarreta danos na atividade celular afetando o desenvolvimento da planta (SINGH; SINGH,
2018).

3.2.2 Extravasamento de eletrdlitos (EE)

As espécies de pitaia branca e hibrida foram influenciadas pelas concentrac6es de sal,
sendo observado menor extravasamento de eletrdlitos no tratamento sem adicdo de NaCl
quando utilizada a espécie de pitaia branca.

A pitaia hibrida apresentou menor extravasamento de eletrélitos no tratamento
submetido a concentracdo de 25 mM (FIGURA 9).

Figura 9 — Extravasamento de eletrélitos das espécies de pitaia amarela, branca, hibrida e
vermelha submetidas as concentragdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.
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Fonte: Da autora (2021).

As condicdes de sal diminuem a estabilidade da membrana, o que leva ao aumento no
extravasamento de eletrolito. Esta interacdo i6nica regula a estrutura, funcdo e sintese de

lipidios, principal componente da membrana celular (M'BAREK et al., 2019). Em clones de
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alfafa (Medicago sativa L.), avaliando-se o extravasamento de eletrdlitos, concluiu-se que em
altas concentracdes de solucdo salina no meio, 150 mM e 200 mM de NaCl, o dano a membrana
foi maior em variedades consideradas menos tolerantes (CAMPANELLI et al., 2013).

Comportamento similar ao das espécies de pitaia branca foi relatado por Darvishani et
al. (2020) quando estudada a resposta de extravasamento de eletrolitos para gradientes de
concentracdo de NaCl na micropropagacéo de callus da espécies Viola odorata. A adigdo de
NaCl ao meio de cultura induziu aumento significativo no extravasamento de eletrdlitos, e
atingiu valores maximos quando utilizada a concentracao de 150 mM de NaCl.

O aumento da porcentagem de extravasamento de eletrélito nas folhas das plantas de
banana transgénica submetidas a concentragdo salina de 200 mM foi afetado, sendo a variedade
UC registrada como 40% e 34%. As plantas de TR apresentaram reducdo no extravasamento
de eletrolito (22-25%) sob estresse salino, isso sugere que pode ser devido a maior atividade
do AhcAPX na banana transgénica, que desempenha seu papel na eliminacdo de ROS e, evita
dano aos lipidios da membrana por peroxida¢do (SHEKHAR et al., 2019).

3.2.3 Pigmentos fotossintéticos

O aumento das concentragdes de NaCl apresentou efeito significativo sobre as espécies
de pitaia nos teores de clorofila a, clorofila b e clorofila total, com exce¢do do teor de
carotenoides que ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05). Na quantificacdo do teor de
clorofila a, a espécie de pitaia hibrida apresentou maior contetdo no tratamento sem adi¢do de
NaCl. As demais espécies ndo apresentaram diferenca em relacdo as concentracfes de NaCl
(FIGURA 10).

As espécies de pitaia que apresentaram efeito significativo quando expostas ao
incremento de NaCl, na analise do teor de clorofila b, foram as espécies amarela e hibrida,
sendo o tratamento submetido a concentracdo de 100 mM na espécie hibrida aquele que
apresentou maior conteldo do pigmento fotossintético em relacdo ao tratamento controle. A
pitaia amarela obteve maiores contetidos de clorofila b ao serem aumentadas as concentragoes
de NaCl (FIGURA 11).
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Figura 10 — Teor de clorofila a da espécie de pitaia amarela, branca, hibrida e vermelha
submetidas as concentracdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.
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Figura 11 — Teor de clorofila b das espécies de pitaia amarela, branca, hibrida e vermelha
submetidas as concentracdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NacCl.
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A pitaia hibrida apresentou novamente, resultado significativo, sendo o meio néo

suplementado com NaCl aquele que obteve maior contetdo de clorofila total (FIGURA 12).
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Figura 12 — Teor de clorofila total da espécie de pitaia amarela, branca, hibrida e vermelha
submetidas as concentracdes de 0, 25, 50 e 100 mM de NaCl.
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O estresse oxidativo causado pela alta absor¢do de sal, pode levar, muitas vezes, a
degradacéo da clorofila, causando clorose nos tecidos ou reducgdo de sua sintese e aumento da
enzima clorofilase (MANOJKUMAR et al., 2021; SANCHEZ-ZABALA; GONZALEZ-
MURUA; MARINO, 2015). Os teores de clorofila a e b foram negativamente correlacionados
quando NaCl foi adicionado (0-200 mM) diminuindo os niveis comparado ao tratamento
controle na micropropagacao de explantes caulinares de cana-de-agicar (GOMEZ et al., 2017).

A pitaia hibrida apresentou sensibilidade quando exposta as concentraces variando
entre 25 mM a 50 mM de NaCl na avaliacdo das caracteristicas clorofila a, b e clorofila total.
J& a pitaia amarela apresentou tolerancia quando avaliado o teor de clorofila b, alcangando
maior contetdo quando exposta a maior concentracdo de NacCl.

Cha-Um, Samphumphuang e Kirdmanee (2013) micropropagaram cladédios da
cactacea ornamental Echinopsis calochlora submetida a concentracdes de NaCl variando de 0-
200 mM, e verificaram decrescimo em até 16,31 % em comparacao ao tratamento controle no
teor de clorofila a em resposta a menor concentracdo de NaCl (50 mM). Quando submetida a
concentracdo de 50 mM no parametro teor de clorofila b foi tolerante igualando-se ao

tratamento controle, assim como no teor de clorofila total.

3.3 Microscopia eletrénica de varredura
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A medida em que os sais se acumulam dentro dos tecidos da planta, as células s&o
incapazes de armazené-los nos vacuolos, de forma que a homeostase ibnica, mecanismo natural,
é interrompido, e a concentracdo no citoplasma aumenta, podendo causar toxidez na planta.

Na Figura 13, em que foi realizada a varredura no segmento de cladéddio, é possivel
observar o efeito da salinidade, sendo que a espécie de pitaia vermelha ndo apresentou
alteracbes nos tecidos vegetais ou cristais de sal visiveis quando submetida a maior
concentracdo de NaCl (FIGURA 13a), foi tolerante ao controlar a absorcéo e secrecdo destes
ions, ao contrario da pitaia amarela que apresentou acimulo de sal nos tecidos como é indicado
pela seta na Figura 13b, o que sugere maior sensibilidade dessa espécie a altas concentracbes
salinas (FIGURA 13b).

Figura 13 — Microscopia eletrénica de varredura em segmentos de cladddio das espécies de
pitaia vermelha (a) e amarela (b), submetidas ao tratamento de NaCl de 100 mM.
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4 CONCLUSAO

O aumento de concentracdes de NaCl, teve influéncia quando utilizadas diferentes
espécies de pitaia, de forma que a pitaia amarela apresentou maior sensibilidade ao aumento
das concentragdes de sal nas variaveis estudadas.

As espeécies de pitaia hibrida e branca apresentaram maior tolerancia ao aumento de
NaCl, e a pitaia vermelha comportou-se de forma intermediaria.

A pitaia, de forma geral, foi tolerante a exposi¢cdo ao NaCl, visto que ndo houve morte
ou alteracGes morfoldgicas em relacdo as espécies utilizadas, que responderam positivamente a
adicdo de NaCl até a concentracdo de 25 mM, quando estudadas as caracteristicas fitotécnicas.
A espécie hibrida foi a espécie de pitaia que apresentou maior resposta ao serem avaliadas as

caracteristicas fisiologicas.
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