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RESUMO

O cultivo da pitaia tem sido promissor gerando uma busca por novas técnicas de cultivo. Assim 0
objetivo do trabalho foi promover um protocolo de micropropagagdo com foco na fase de
multiplicacdo de pitaias (Hylocereus undatus) por organogénese indireta e por meio de diferentes
densidades de fluxo de fétons. Plantulas foram previamente germinadas in vitro e forneceram
explantes para os dois experimentos. A organogénese foi obtida por meio de plantulas identificadas e
porcdes de explantes apical e medianos sob diferentes reguladores de crescimento (TDZ e 2,4-D) e
suas concentragdes 2,4-D: 2,0 e 4,0 mg L%; TDZ: 2,0 € 4,0 mg L™ e as combinagdes de 2,0 mg L de
TDZ com 4,0 mg L-1 de 2,4-D e 2,0 de 2,4-D mg L? com a adicdo de 4,0 mg L* de TDZ e um
tratamento controle, com trés repeticdes contendo trés frascos dispostos em DIC, num fatorial
incompleto. Foram avaliados, porcentagem de cobertura de calos aos 45 e 60 dias. Apds 60 dias 0s
tratamentos mais discrepantes fenologicamente (testemunha, 2 e 4,0 mg de TDZ e 4,0 mg L ** de 2,4-
D) seguiram para analise por citometria de fluxo e microscopia eletrénica de varredura. No entanto
para o estudo das diferentes densidades de fluxo de fétons foram utilizadas cinco densidades de fluxo
de fétons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 umol m2s™) com cinco repeticdes (4 tubos /repeticéo)
dispostos em DIC. Apos 45 dias foram avaliados os parametros: comprimento do cladddio, largura do
cladddio na metade da altura, nimero de brotos e raiz, comprimento raiz principal e matéria seca de
parte aérea e as plantas foram submetidas a analises anatdbmicas e de pigmentos fotossintéticos. Pode-
se concluir que a micropropagacao por organogésese indireta pode ser utilizada para pitaia e que o
regulador de crescimento TDZ na concentracdo de 2,00 mg L * é o mais indicado para essa funcéo,
comprovada pela presenca de estruturas caracteristicas demostradas por microscopia eletrbnica de
varredura como vasos condutores e por gerar plantas estaveis geneticamente. Conclui-se também que a
intensidade luminosa de 102,0 umol m2.s* é a mais indicada para o cultivo da espécie gerando um
bom crescimento, como também, proporciona plantas com caracteristicas anatémicas e com
guantidade de pigmentos satisfatorios.

Palavras chave: intensidades luminosas, regeneracao, Hylocereus undatus.



ABSTRACT

The cultivation of pitaya has been promising generating a search for new cultivation techniques. So
the objective of this research was to promote a micropropagation protocol with a focus on the
multiplication stage of pitayas (Hylocereus undatus) by indirect organogenesis and by means of
different photon flux densities. Seedlings were previously germinated in vitro and provided explants
for the two experiments. Organogenesis was obtained by means of identified seedlings and portions of
apical and median explants under different growth regulators (TDZ and 2,4-D) and their
concentrations 2,4-D: 2,0 and 4,0 mg L*; TDZ: 2,0 and 4,0 mg L™ and combinations with 2,0 mg L™
of TDZ with 4,0 mg L* of 2,4-D and 2,0 of 2,4-D mg L with an addition of 4,0 mg L™ of TDZ and
a control treatment, with three repetitions containing three ICS bottles, in an incomplete factorial. The
percentage of callus coverage was evaluated at 45 and 60 days. After 60 days the most phenologically
discrepant treatments (control, 2 and 4.0 mg of TDZ and 4.0 mg L * of 2,4-D) were followed for
analysis by flow cytometry and scanning electron microscopy. In order to study the different photon
flux densities, five photon flux densities (20,0; 57,0; 78,0;102,0 and 139,0 pmol m2s™) were used
with five replicants (4 tubes / replicate) arranged in DIC.After 45 days the parameters were evaluated:
cladodium length, half - height cladodium width, number of shoots and root, main root length and
shoot dry matter, and the plants were submitted to anatomical and photosynthetic pigment analyses. It
can be concluded that micropropagation by indirect organogenesis can be used for pitaya and that the
growth regulators TDZ at the concentration of 2.00 mg L * is the most suitable for this function, as
evidenced by the presence of characteristic structures demonstrated by scanning electron microscopy
as conducting vessels and for generating genetically stable plants. It was also concluded that the
luminous intensity of 102,0 umol m2s? is shown to be the most suitable for the cultivation of the
species generating good growth, as well, it provides plants with anatomical characteristics and with a
satisfactory amount of pigments.

Keywords: light intensities, regeneration, Hylocereus undatus.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

Atualmente os fruticultores tem buscado opcdes de cultivo de diferentes frutiferas para
saciar as necessidades dos consumidores que cada vez mais, estdo a procura de novidades nas
bancas de comercializacdo de frutas. Com isso as frutas exoticas, vem ganhando um grande
espaco no mercado, colaborando com a producdo das mesmas. Dentre as frutiferas exdticas a
pitaia, também conhecida como fruta dragdo, tem se destacado devido a sua exuberancia e
sabor unico, o que atrai os consumidores, além de possuir uma facil adaptacéo para cultivo,
fazendo com que esta seja uma boa opcao de plantio para os produtores.

A cultura da pitaia tem chamado a atencdo pelo seu potencial econdmico como fruta
exotica, como também pela sua aptiddo para a agricultura sustentavel em terras semi-aridas e
aridas despertando assim, elevado interesse do mercado.

Essa aptiddo se deve ao fato de ser uma planta resistente a seca, caracteristica
proporcionada pela sua prépria fisiologia, por possuir o metabolismo acido das crassulaceas
(CAM) o que influi na reducdo da perda de agua pela planta.

E uma cultura amplamente cultivada em paises como Mexico, Malasia, Tailandia,
Vietnd e Taiwan. Como maiores mercados importadores hd um destaque para a Unido
Européia, a Asia e principalmente a China, no Brasil seu consumo, concentra-se no Estado de
Séao Paulo.

Apesar das potencialidades da cultura, uma questdo é relatada como limitante na
producdo homogénea da planta; a heterogeneidade genética do material vegetal, que
proporciona elevada desigualdade nos cultivos.

A propagacdo dessa frutifera € normalmente feita por meio de sementes ou por
estaquia 0 que causa essa heterogeneidade. No caso da propagacdo sexuada as plantas
demoram de quatro a seis anos para atingir a idade reprodutiva e por estaquia é complicado
obter material de plantio suficiente devido ao elevado tamanho das estacas, além das baixas
taxas de multiplicacéo.

Para evitar essa variabilidade, a micropropagacéo, pode ser uma técnica promissora
para aumentar a producéo de alimentos e garantir a seguranca alimentar da populacgéo.

Dentro da micropropagacdo, quando ha o intuito de regenerar plantas € utilizado a
embriogénese somatica e a organogénese. Esta ultima é uma técnica, na qual, h4 inducdo de

explantes de qualquer parte da planta, a formarem novos tecidos vegetais por meio de
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citodiferenciacdo. Esses novos tecidos sao primérdios vegetativos, estruturas unipolares que
possuem o sistema vascular ligado ao tecido do explante inicial.

Essa técnica pode ocorrer por duas vias: direta e indireta, na direta hd o surgimento
direto de gemas a partir de tecidos que apresentam potencial morfogenético na planta in vitro,
mas que, em geral, ndo se expressa. Ja na organogénese indireta, antes do estabelecimento das
células competentes, ocorre a desdiferenciacdo do explante, gerando um calo. Desse modo
pode se obter resultados promissores quando o objetivo € aumentar o0 numero de mudas no
final da micropropagacédo, mudas essas que serdo uniformes.

A micropropagagao tem se destacado como uma forma alternativa de cultivo, em que
as plantas sdo submetidas a condicdes especificas, como: componentes do meio de cultura,
adicdo de reguladores de crescimento, umidade dentro do recipiente, e luz, condi¢Bes essas
gue muitas vezes ndo sdo fornecidas em quantidades suficientes nas cadmaras de crescimento,
podendo assim, agirem como fatores limitantes para 0 maximo desenvolvimento das plantas
refletindo na importancia de se trabalhar com a adequacdo destes parametros para cada
especie.

O mais expressivo dos desafios da cultura de tecidos é oferecer intensidades de luz em
quantidade e qualidade suficientes para o desenvolvimento das plantas; sendo a luz,
fundamental para o crescimento das mesmas, gerando sinais moleculares que regulam o
desenvolvimento e fornecem energia para a fotossintese

Com o uso dessa ferramenta biotecnoldgica, a propagacdo vegetativa da pitaia pode
ser melhorada, reproduzindo gendétipos com caracteristicas promissoras para plantacdes
comerciais.

Nesse contexto objetivou-se aprimorar 0 protocolo de micropropagacdo por meio da
avaliacdo de diferentes densidades de fluxo de fétons e por meio da organogénese indireta, em

pitaias vermelhas de polpa branca (Hylocereus undatus.)
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Classificacéo boténica
As pitaias pertecem a familia das cactaceas, familia essa, bastante ameacgada devido a
extracdo do seu habitat de origem para venda como ornamental e pela conversdo das suas

areas de origem para uso agricola. (JARVIS, 1981; FULLER; FITZGERALD, 1987,
SANCHEZ-MEJORADA, 1982).
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Acredita-se que o Brasil seja um dos centros de origem dessas plantas (JUNQUEIRA
et al., 2010). Supde-se que a pitaia vermelha de polpa branca tenha origem no sul do México
ou na provincia de Yacutan. (BAUER, 2003). Ha relatos que essa frutifera foi usada por
milhares de anos pelos povos indigenas das Américas (ORTIZ-HERNANDEZ; CARRILLO-
SALAZAR, 2012), sua presenca € descrita do norte do Canada até a Patagénia (BRAVO,;
SCHEINVAR, 1995).

Existe uma alta divergéncia na literatura referente a quantidade de géneros e espécies
existentes na familia, para Spichiger et al. (2002) esse nimero varia entre cerca de 120 a 200
géneros, compreendendo de 1500 a 2000 espécies, observadas principalmente em regibes
semidesérticas, e regides tropicais da America Latina, enquanto para Pérez-Molphe-Balch
(2015) sdo mais de 2000 espécies, e segundo Hunt et al. (2006) 1430 espécies e 100 géneros.

Dentre todas as espécies catalogadas cerca de 150, possuem o0 habito epifitico e
evoluiram para se desenvolverem em ambientes obscuros nas florestas e bosques neotropicais
(BENZING, 1990; WALLACE; GIBSON, 2002).

Num consenso geral, segundo o Internacional Cactaceae Systematics Group (ICSG),
hda a divisdo em quatro subfamilias: Pereskioideae, Opuntioideae, Cactoideae e
Maihuenioideae, s6 a ultima ndo é encontrada no Brasil (ZAPPI et al., 2011). Segundo este
autor, grande nimero de géneros pertece a Cactoideae, que ainda é fragmentada em 9 tribos,
(ANDERSON, 2001). Porém, a maioria dos géneros estdo distribuidos em duas tribos: tribo
Hylocereeae, subdivididas nos seguintes géneros Epiphyllum Haw, Hylocereus (A. Breger)
Britton & Rose e Selenicereus (A. Breger) Britton & Rose; e na tribo Rhipsalideae, com os
géneros Hatiora Britton & Rose, Lepismium Pfeiff., Rhipsalis Gaertn. e Schlumbergera Lem.

De acordo com o New Cactus Lexicon (HUNT et al., 2006), o género Hylocereus
(Berger) Britton & Rose contém 14 espécies, sendo as mais cultivadas mundialmente H.
undatus, H. polyrhizus, H. monacanthus e H. megalanthus (ORTIZ-HERNANDEZ;
CARRILLO-SALAZAR, 2012).

Em cada pais ha diferentes espécies que séo referidas como pitaia, tornando assim a
classificacdo botéanica dificil (LIMA et al., 2013), tem-se a pitaia vermelha com polpa branca
(Hylocereus undatus e Selenicereus setaceus), a pitaia vermelha de polpa purpura
(Hylocereus polyrhizus e Hylocereus costaricensis) e a pitaia amarela de polpa branca
(Selenicereus megalanthus).

Existe uma confusdo no reconhecimento das espécies devido a ampla variagao
morfoldgica nas estruturas vegetativas, sendo a classificacdo baseada geralmente no nimero
de aréolas, contorno da haste, no tamanho e cor dos frutos (CALIX DE DIOS, 2005).
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Sendo assim, essa fruteira determina uma gama de caracteristicas fisicas e quimicas,
quanto ao formato, presenca de espinhos, cor da casca e da polpa, teores de sélidos soluveis e
pH na polpa, devido sua a imensa diversidade genética (LIMA et al., 2013).

Plantas do género Hylocereus podem crescer em copas de arvores, rochas, paredes ou
chéo, designando-se trepadeiras, perenes, silvestres (ALVARADO; CRUZ; RINDERMANN,
2003) hemiepifitas ou seja, absorvem &gua através de raizes ancoradas no solo e também
pelas raizes adventicias (CACIOPPO, 1990), MIZRAHI et al., 1997) as auxiliando na fixacéo
nos suportes e também na absorcdo de nutrientes (ALVARADO; CRUZ; RINDERMANN,
2003). Originadas no seu caule, denominado cladddio, suculento (CANTO; 1993) de formato
triangular (LICHTENZVEIG et al., 2000) e com espinhos de 2 a 4 cm de comprimento
(CANTO, 1993) estes espinhos, sdo folhas modificadas sem células guarda, estématos,
hipoderme, clorénquima e tecido vascular (MAUSETH, 2006), que em grande quantidade,
sombreiam o cortex, o protegendo da radiacdo solar intensa e da radiacdo UV; diminuindo a
incidéncia da densidade de fluxo de fétons (NOBEL, 1983; NOBEL; LOIK; MEYER, 1991).

Os espinhos sdo formados a partir de estruturas especializadas chamadas aréolas, um
tipo de tecido meristematico, estruturas essas essenciais para a identificacdo dos cactos.
(ELIAS et al., 2015), essas aréolas formam um broto curto (MAUSETH, 2006) com tricomas
e originam hastes (brotos compridos), folhas, espinhos e flores. E segundo Schwager,
Neinhuis e Mauseth, (2015) em H.undatus embora os ramos e flores derivem das aréolas, as
estruturas de suporte dos brotos laterais sdo diferentes anatomicamente quando botdes axilares
dormentes e quando totalmente desenvolvidos.

Essas plantas possuem sistema radicular superficial, com aproximadamente 15 cm de
profundidade do solo, fasciculado e podendo assimilar baixos teores de nutrientes (LE
BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006).

Possui flores hermafroditas, de tamanho elevado, (com cerca de 30 cm de didametro),
aromaticas e brancas (BARBEAU, 1990) completas, laterais, com antese noturna com cerca
de 15 horas de duracdo e com sua maxima abertura das 23 horas a 01 hora. Na cidade de
Lavras-MG, o florescimento da pitaia ocorre de novembro a margo, sendo de 3 a 5 picos de
florada (MARQUES et al., 2011). A planta possui periodo de florescimento médio durante o
ano de acordo com a regido de cultivo, por ser dependente do fotoperiodo, descrita como de
dias longos (LUDERS, 2004).

O desenvolvimento dos frutos é curto, de 34 a 43 dias ap6s a antese, em condicdes de
temperaturas mais elevadas ocorre a antecipacdo da maturacdo (SILVA; MARTINS;
CAVALLARI, 2011). E uma baga indeiscente, de formato globoso a elipsoide, com 10 “a 12
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cm de didmetro (HERNANDEZ, 2000), polpa branca, casca vermelha e massa de 60 "a 160g
(PIMIENTA BARRIOS; TOMAS-VEGA, 1993), podendo apresentar peso médio de
400g/fruto (CANTO, 1993). Possuem sementes ovaladas, negras, de 2-3 mm de largura, em
grande namero e eficientes na germinacdo (HERNANDEZ, 2000).

Os frutos possuem sabor ligeiramente doce, baixa caloria, s&o ricos em vitaminas e
sais minerais (NUR‘ALIAA et al., 2010) e polpa suculenta e atrativa (CISNEROS; TEL-
ZUR, 2013).

Segundo Ortiz-Hernandez e Carrillo-Salazar (2012), os frutos tém atividade
hipoglicemica, diurética e antimicrobiana. J& Ariffin et al. (2009) ressaltam o uso da fruta no
tratamento de doencas cardiacas, enquanto Wu et al., (2006) cita-as na prevencdo de efeitos
do cancer (YUSOF et al., 2012). O fruto da pitaia vermelha (Hylocereus undatus Haw.)
escolhida com fonte de explante desse trabalho tem tanto a polpa, como a casca ricas em
polifendis e antioxidantes (WU et al., 2006).

A pitaia tem baixo requerimento por agua e assim, alto potencial produtivo, podendo
ser cultivada em éareas com baixa pluviosidade ou com periodos de secas sazonais,
(ALVARADO; CRUZ; RINDERMANN, 2003), a planta possui caracteristicas morfologicas
para controlar condi¢Oes adversas, como modificagdo do caule para o armazenamento de
agua, a reducao ou auséncia de folhas e a superficie cerosa.

Além dessas caracteristicas, essa frutifera possui 0 metabolismo acido crassulaceo
(CAM), abrindo seus estdbmatos no periodo noturno e os mantendo fechados durante o dia,
diminuindo assim as perdas por evapotranspiracdo e levando a uma maior eficiéncia no uso da
agua (CEUSTERS et al., 2009) segundo Garcia-Rubio (2015) o género Hylocereus requer
precipitacdo média anual de 800 a 1.500 mm e temperatura média (20 a 24 °C).

2.2 Cultura de tecidos e Organogénese

Técnicas de cultura de tecidos por meio de micropropagacao tem sido usadas para as
espécies de cactos, (SUAREZ ROMAN et al., 2014); (MENEZES et al., 2012); (LOPES et
al., 2016), devido a limitagdes ex vitro na producdo de mudas, como a baixa taxa de produgéo
de sementes e o crescimento lento.

Nesse processo, cada especie responde de uma maneira as condi¢des de multiplicacéo,
enraizamento e de aclimatizacdo, sendo necessario desenvolver protocolos especificos.

(HUBSTENBERGER et al., 1992). Um sistema de micropropagacéo, para ser eficiente, deve
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fornecer uma alternativa atil para a produgdo rapida de brotos, visando a conservagdo e
producéo das espécies utilizadas.

A organogénese € gerada por intermédio da diferenciacdo de Orgdos e brotos
diretamente do explante (organogénese direta) (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998) ou
passando por uma fase intermediaria de formacéao de calos antes de regenerar uma nova planta
(organogénese indireta), sendo esta segunda, uma das vias morfogénicas mais utilizadas na
micropropagacdo (PEREIRA et al., 2013).

Segundo Grattapaglia e Machado, (1998) a organogénese pode originar-se de um
conjunto de células ou de uma unica célula e normalmente, € caracterizada por ser uma
estrutura monopolar com conexao vascular dos 6rgdos formados com o explante de origem

Para George, 1993; Joy Iv e Thorpe, 1999, Pierik, (1997) este processo é influenciado
por muitos fatores internos e externos, o que o torna bastante complexo, sendo baseado na
interacdo entre a fonte do explante, meio de cultura e fatores ambientais. E também essencial
o equilibrio de reguladores exdgenos (relagdo auxina/citocinina) no meio e suas respostas a
essa situacdo, determinando o destino morfoldgico do calo (SUGIYAMA, 1999),

Na organogenése indireta, a partir das células do calo, formam-se gemas adventicias
com capacidade para desenvolver novas estruturas (parte aérea ou raiz) e assim, tem-se a
vantagem de se regenerar ao final do processo uma planta completa (BRANDAO et al.,
2005).

Essa via pode gerar resultados expressivos no aumento de nimero de mudas no fim da
micropropagacdo, além de solucionar problemas de recalcitrancia natural. Contudo, estudos
relacionados a esse tema podem subsidiar novos conhecimentos sobre os estagios
subsequentes da micropropagacdo, com foco na multiplicacdo em larga escala e ainda
assessorar na otimizacdo de protocolos de cultura de tecidos (PEREIRA et al., 2013).

Nesse processo de passar pelo estagio de calo anteriormente a regeneracdo; podem ser
gerados variantes somaclonais, o que é uma desvantagem (PALOMBI; LOMBARDO;
CABONI, 2007). De acordo com Larkin e Scowcroft, (1981) a variagdo caracteriza-se pela
aparicdo aleatoria de modificagcBes no material genético cultivado in vitro, ou seja, mutantes
espontaneos podem ser selecionados nesse material

Para plantas do género Selecereus, (pitaia amarela), Suarez Roméan et al. (2014)
desenvolveram um protocolo para a regeneragéo in vitro, por meio de organogénese indireta a
partir de meristemas axilares (aréolas), onde o TDZ (tidiazuron) na concentra¢do de 300 u M
mostrou eficiéncia na inducgdo de calos compactos, e maior numero de brotos por ponto de

regeneracao.



2.1.1 Andlises por Microscopia Eletronica de Varredura e por Citometria de Fluxo

Por volta da década de 50, foi desenvolvida a microscopia eletrénica de varredura
(MEV), que causou uma das revolucBes no estudo do mundo microscopico, devido a alta
profundidade de campo, conferindo aspecto tridimensional as imagens (ALVES, 2004). Este é
um dos aparelhos mais versateis para analises microestruturais de materiais sélidos, o produto
final sdo imagens com facil interpretacdo e extremamente Uteis para avaliar a estrutura
superficial de uma dada amostra e com alto poder de resolucgdo, além da facilidade no preparo
de amostras. (ALVES; PERINA, 2012).

A microscopia eletrénica de varredura possibilita a observacdo do formato externo das
células e dos calos (RIBEIRO et al., 2012; PADUA et al., 2014), como a observacio e
interpretagdo de uma variedade de microestruturas que antes de seu advento ndo eram
passiveis de serem analisadas, facilitando agora os estudos dos pesquisadores (BARTHLOTT;
HUNT 2000).

A aplicacdo de analises microscopicas auxilia na separacdo de calos embriogénicos e
organogénicos (PADUA, 2015), permitindo diferenciar as estruturas formadas e o processo de
regeneracdo (organogenese direta ou indireta, embriogénese direta ou indireta). (FILLIPI;
APPEZATO-DA-GLORIA; RODRIGUEZ, 2001; NOGUEIRA et al., 2007).

Fernando et al. (2007) e Rocha et al. (2012) demostraram a presenca de regeneracao
por organogénese em maracuja pela técnica de microscopia eletrdnica de varredura.

J& a técnica de Citometria de Fluxo, permite avaliar o nivel de ploidia de amostras
desejadas, sendo uma forma confidvel e rapida de estimar o conteldo de DNA (SEGURA et
al., 2007).

Em Cactaceae 0 numero de cromossomos de base € x = 11, na espécie Hylocereus
undatus, sdo 2n = 22, portanto diploides (BEARD, 1937; SPENCER, 1955; ROSS, 1981,
LICHTENZVEIG et al., 2000).

MENEZES (2012) utilizou-se dessa ferramenta para avaliar a presenca de
endorreduplicacdo em plantas de pitaias submetidas a meios de cultura com 0,1 mg L de
ANA, acrescido de BAP e cinetina, nas dosagens 0; 1; 5 e 10 mg L™ e observou que esse
fendmeno em todos os tratamentos usados.

Sdo citadas alteracbes genéticas como exemplo a polissomia, endoploidia e
endorreplicagdo em culturas submetidas a micropropagagdo. Esta instabilidade genética

ocorre devido ao longo desenvolvimento de certas plantas, o ciclo celular normal pode ser
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substituido por um novo, alterado, que ndo possui mitoses (CHEVALIER et al., 2011), O
fendmeno € comum nos tecidos de suculentas e cactos (DE ROCHER et al., 1990; NEGRON-
ORTIZ, 2007).

Portanto esses varios ciclos de sintese de DNA sem ocorréncia de mitose, que
colaboram para o crescimento de 6rgédos e participam do comando de processos de expansao
celular, ocorrendo em mais de 90% das angiospermas (SLIWINSKA; LUKASZEWSKA,
2005). Assim ha um aumento no contetdo de DNA nuclear e com isso pode-se gerar uma
protecdo do DNA gendmico a condi¢des desfavoraveis, como por exemplo, os causados pela
radiagdo UV (YAMASAKI et al., 2010), assim como auxiliar na adaptagdo a ambientes
adversos (MENEZES et al., 2012).

Padua (2015) utilizou a técnica para verificar a estabilidade de plantas obtidas por
embriogénese e constatou que o tempo de cultivo in vitro e altas concentracdes de auxina
podem ter afetado a estabilidade genética das plantas, enquanto Silva (2009) ao investigar por
citometria de fluxo pléntulas regeneradas por organogénese, constatou que ndo houve

variacdo na quantidade de DNA dos regenerantes aclimatizados de todos os genétipos.

2.3 Cultura de tecidos e érgao vegetais e a influéncia da luz

A cultura de tecidos e orgdos vegetais € uma técnica com alta aplicabilidade na
agricultura, utilizando-se de explantes, ou seja, pequenos fragmentos de tecidos vivos,
isolados da planta mée, desinfestados e cultivados assepticamente, durante periodos
indeterminados em meios de cultura propicio (ANDRADE, 2002).

Dentre as aplicacOes da cultura de tecidos, a micropropagacdo é uma das aplicacdes de
maior impacto e praticidade (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Porque produz mudas
em larga escala, homogéneas e saudaveis, utilizando de pequena quantidade de material
propagativo (MENEZES et al., 2012). Sendo muito atil na protecdo ex situ ou na producéao
para 0 mercado e colecionadores de cactos. (LEMA-RUMINSKA; KULUS 2012).

Porém segundo Andrade (2002) existem varios fatores que afetam a regeneragéo in
vitro, tais como; o gendtipo da planta, a fonte de explantes, e a condigdo em que a cultura esta
estabelecida.

Ha necessidade de controlar fatores quimicos e fisicos para adequar o cultivo in vitro a
espécie. A luz por exemplo, é um fator fisico essencial para as plantas, estando ligada a

processos de regulacdo de crescimento e desenvolvimento vegetativo e reprodutivo. Assim as
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respostas morfofisiologicas das plantas sdo bastante dependentes da luz, como da sua
presenca ou auséncia. (LARCHER, 2004).

Alteracdes na intensidade de irradiancia, como tambeém no espectro de luz, regulam a
fotossintese e, consequentemente o crescimento e adaptacdo das plantas (ZERVOUDAKIS et
al., 2012), causando alteragcbes na anatomia foliar, entre outros (SCHLUTER et al., 2003;
SESMA; DEMUNER; HEBLING, 2009). H& também modificagdes nas quantidades de
componentes fotossintéticos de transporte de elétrons nas folhas, de acordo com a
disseminacdo da densidade do fluxo de fotons espectral durante o crescimento da planta
(CHOW; MELIUS; ANDERSON, 1990; ANDERSON; CHOW; PARK, 1995; MATSUDA
et al., 2004, 2007, 2008).

Plantas impostas a mudancas nas condicGes de luz sdo capazes de aclimatar-se em
diferentes graus, a estes novos ambientes em varios sentidos, por meio de alteragdes em
caracteristicas foliares (razdo clorofila a/b, espessura foliar, teor de nitrogénio, densidade
estomatica) como também sofrer alteracdes de alocacdo de biomassa para as partes mais
atingidas com a mudanca de luz (LEE et al., 2000). Essas plantas também sofrem alteracGes
na sintese e degradacdo das clorofilas e frequéncia dos estdmatos. (BOEGER;
WISNIESWSKI, 2003; ENGEL; POGGIANI, 1991). Por exemplo em altas densidades o teor
de clorofila é reduzido e ha diminuicdo da relacdo clorofila: carotendide (HENDRY'; PRICE,
1993; MAXWELL; GRIFFITHS. H; YOUNG, 1994), bem como aumento do teor de
carotenoides (ADAMS; MITH; OSMOND, 1987).

A luz utilizada no cultivo in vitro é um fator de grande impacto, tanto na multiplicacéo
como no enraizamento das plantulas, e em irradiacfes inadequadas pode ndo favorecer a
inducdo e o desenvolvimento de raizes (PASA et al., 2012; FACHINELLO; PETERS;
RADMANN, 2002).

Muitos estudos demonstram a plasticidade fisiologica das espécies de acordo com a
radiacdo fotossinteticamente ativa (ALMEIDA et al., 2005; FRANCO; DILLENBURG,
2007). Essa plasticidade é relevante para a sobrevivéncia de plantas em diversos ambientes
refletindo-se assim na distribuicdo geografica e ecoldgica das espécies (PETIT; THOMPSON,;
BRETAGNOLLE, 1996)

Soontornchainaksaeng et al. (2001) em estudos observando o crescimento in vitro de
Phaius tankervilliae e Vanda coerulea (Orquidaceas, sendo a ultima uma epifita) sob as
intensidades de 28, 37, 56, 74 e 93 pmol m?.s?, obtiveram maior nimero de folhas e

desenvolvimento de area foliar, maior acimulo de biomassa seca e altura de plantas na quarta
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intensidade (74 umol m2.s), comentaram também que a maior intensidade (93 umol m2.s?)

nao obteve bons resultados.

2.3.1 Anatomia vegetal

Pesquisas sobre a estrutura interna dos vegetais podem ajudar na compreensdo de
diversos fendémenos ligados ao corpo vegetal e auxiliar em estudos de identificacdo
taxondmica (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2012).

Mesmo com a expressiva importancia ecoldgica e econbmica das cactaceas, sao
escassas informacdes sobre temas como desenvolvimento e anatomia, entres outros para
referida familia. Com isso, ha a dificuldade de compreender a progressdo do desenvolvimento
e do estabelecimento de mudas em diversos ambientes. (ALMEIDA, 2013).

Terrazas e Mauseth (2002) e Dettke e Milaneze-Gutierre (2008) descreveram que
plantas dessa familia tem adaptacdo por meio de mudancas anatémicas caulinares, com
presenca de estdbmatos localizados em depressdes da epiderme (em certas espécies),
hipoderme colenquimatica e desenvolvimento de amplas proporc¢des de tecido parenquimatico
com células mucilaginosas, cera epicuticular e cuticula espessa. Segundo Raveh, Nerd e
Mizrahi (1998), H. Undatus ndo possui a presenca desta cera que tem a funcéo de proteger as
plantas de altas densidades de fluxo de fétons.

Na natureza, a pitaia é encontrada em florestas tropicais da América em condicGes de
sub-bosque, sob irradiancia de 500 pmol m-2 s, considerada uma baixa radiacéo luminosa
(ALMEIDA, 2015).

A quantidade da luz é um dos fatores conhecidos por regular a morfogénese,
crescimento e a diferenciacdo nas plantas (MOSHE; DALIA, 2007). Com isso alteracdes na
anatomia e morfologia estdo vinculadas a plasticidade vegetal refletindo-se na taxa de
crescimento e de sobrevivéncia das mesmas (ALVARENGA et al., 2003).

Altas intensidades de luz, tem influenciado varios processos fisiologicos, associados
principalmente, a fotossintese e transpiracdo, afetando e assim causando a diminuic¢do da area
foliar de plantas, gerando altera¢fes anatdmicas primarias, reduzindo o tamanho das células,
deixando as paredes e cuticulas mais espessas e o parénguima palicadico se sobressai em
relacdo ao esponjoso. (ALVAREZ et al., 2012; GUVENC; KENDIR, 2012; IVANCICH et
al., 2012).
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Em diversas espécies quando camadas de cera reduzem a absorcdo de radia¢do, ha
uma compensacao em duas ou trés camadas de parénquima palicadico para assim desenvolver
mais ampla eficiéncia de utilizacdo da luz fotossinteticamente ativa (SATIL; SELVI, 2007).

Ha também alteracbes nas estruturas como epiderme, sendo que a espessura da
epiderme superior podendo aumentar a reflectancia de folhas expostas a altas irradiancias
preservando os tecidos fotossintéticos (CHAZDON; KAUFMANN, 1993).

Ja as baixas intensidades normalmente estdo relacionadas com baixo crescimento,
causado por decréscimos na eficiéncia fotossintética (LAMBERS; CHAPIM; PONS, 1998).

As condices de irradiancia também podem afetar o controle e a abertura e fechamento
dos estdmatos das plantas durante o crescimento. Em condicGes de baixa disponibilidade de
luz estes sdo afetados obtendo mau funcionamento e uma perda expressiva na atividade
fontossintética e na quantidade de 4gua (APOSTOLO; BRUTTI; LLORENTE, 2005).

Contudo, as plantas apresentam respostas diversificadas em relacdo a alteracfes de
irradiancia (DAS, 2004).

Em seus estudos, Calvente (2010), comenta que o primérdio foliar de Cactaceae, em
geral, desenvolve uma ampliacdo da base foliar conhecida como podario e assim nao
desenvolve nem a lamina, nem o peciolo, esse podario bem desenvolvido origina estruturas
entumecidas que, entrepostos em séries verticais, podem formar costelas, que possuem
ndmeros variaveis.

As pitaias possuem apenas cladodios, que sdo caules fotossintéticos, e a influéncia da
radiacdo sobre a sua anatomia € muito pouco conhecida (CASTRO; PEREIRA; PAIVA,
2009). Comumente quando se observada uma secdo transversal desse caule, em regides de
tecidos completamente diferenciados, pode-se observar quatro regides distintas de fora para
dentro: sistema de revestimento, cortex, sistema vascular e medula. (SAJO; CASTRO 2006).
Esse caule é revestido pela epiderme, que segundo TERRAZAS; MAUSETH (2002),
normalmente se dispde em uma camada unisseriada de células espessas quadradas ou

retangulares em sec¢éo transversal revestida por cuticula, essa epiderme contém estdmatos.

2.3.2 Pigmentos fotossintéticos

Cada espécie pode responder de uma maneira a densidade de fluxo de fétons. Altas
intensidades de radiacdo luminosa podem ser prejudiciais ao crescimento da pléantula,
resultando em uma diminui¢do da eficiéncia fotossintética, ocasionando a degradacdo do
aparato fotossintético (MARCHESE, 2008).
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A eficiéncia fotossintética, o crescimento e a adaptabilidade das plantas, estdo
particularmente relacionados a um pigmento conhecido como clorofila. As clorofilas séo
responsaveis pela conversdo da radiacdo luminosa em energia, sob a forma de ATP e NADPH
e nos vegetais superiores sdo agrupadas em duas formas: clorofila a e clorofila b,
constantemente sintetizadas e degradadas de acordo com fatores internos e externos as plantas
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Segundo estes autores outra classe importante sdo os carotenoides,
pigmentos acessorios relacionados a multiplicacdo celular, crescimento das plantas e com
uma acao fotoprotetora.

O pigmento mais representativo nas plantas € a clorofila, que promove a cor verde e é
sintetizado nos cloroplastos, enquanto os carotenoides estéo entre as cores amarelo, laranja e
vermelho (ELIAS, et al., 2015).

Segundo Muller, Li e Niyogi (2001) se a planta recebe energia luminosa em demasia
pode-se gerar a producdo de espécies tdxicas, tais como superdxidos, oxigénio singleto e
peroxidos. No entanto, os carotenoides (protetores), e alguns mecanismos como, a
modificacdo da distribuicdo de energia entre os fotossistemas | e 1l pelos pigmentos proteicos
das antenas e o ciclo das xantofilas podem minimizar esses danos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Por outro lado, modificagcdes no aparelho fotossintético, podem determinar a
plasticidade adaptativa das espécies a essas condi¢des (PACHECO et al., 2013).

Geralmente os teores de clorofila e de carotenoides tendem a ter um acréscimo quando
se reduz a intensidade luminosa (FERRRAZ; SILVA, 2001).

No entanto, os efeitos de luz e sombra nos caules de cactos e sua influéncia nos

pigmentos tém sido estudados com baixa frequéncia (LOIK, 2008).
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CAPITULO 2

ORGANOGENESE INDIRETA EM PITAIAS VERMELHAS DE POLPA BRANCA

RESUMO

A pitaia de polpa branca é uma frutifera que tem atraido o consumidor devido a suas
propriedades organolépticas e seu sabor suave. Ela possui um periodo de colheita estendido, sendo
também considerada uma planta ornamental. Estas caracteristicas tém chamado a atencdo dos
fruticultores, que se deparam com uma fruta de valor expressivo. Essa exposicdo tem despertado a
necessidade de novas técnicas de propagacdo para subsidiar a futura expansdo dessa frutifera, sendo
que a técnica de micropropagacdo; via organogénese é uma boa alternativa. Assim o presente estudo
foi realizado com o objetivo de identificar se havia diferenca entre as plantas germinadas in vitro que
deram origem aos explantes, como também, verificar o efeito da porcdo do explante (apical e
mediano), e observar os efeitos de diferentes reguladores de crescimento (TDZ e 2,4-D) e suas
concentracdes sobre a regeneracdo de plantulas de pitaia por meio da organogénese indireta. Os
tratamentos consistiram de diferentes concentragdes de 2,4-D: 2,0e 40 mg LY; TDZ: 20e 40 mg L™
e as combinacoes de 2,0 mg L de TDZ com 4,0 mg L* de 2,4-D e 2,0 de 2,4-D mg L* com a adicdo
de 4,0 mg Lt de TDZ e um tratamento controle, com trés repeti¢des contendo trés frascos, para cada
tipo de segmentos: apical e mediano, inoculados na posicdo horizontal. Todas as plantas foram
identificadas separadamente visto que vieram de plantas previamente germinadas in vitro e portanto,
esse fator poderia gerar variabilidade. Foram avaliados, porcentagem de cobertura de calos aos 45 e 60
dias. Foram escolhidos, apds 60 dias de cultivo, os tratamentos mais discrepantes fenologicamente
para analise por citometria de fluxo e por microscopia eletrdnica de varredura. Considerando,
especialmente as estruturas encontradas em dois tratamentos especificos, 2,0 mg L * e 4,0 mg L * de
TDZ, comparados ao controle (sem adigdo de regulador) e a um tratamento com a presenga de 4,0 mg
L - de 2,4-D, que apresentou calos desorganizados com caracteristicas inviaveis para regeneracdo. O
2,4-D na concentracad de 4,0 mg L " gera a maior porcentagem de cobertura por calos nos segmentos
medianos, porém esse tratamento ndo se mostrou viavel quando avaliado a produzir regeneracdo. Os
segmentos medianos, foram os mais viaveis como fonte de explante para a formagdo de calos na
espécie. A individualidade de plantas advindas de sementes germinadas in vitro ndo gera variabilidade.
O Regulador de crescimento TDZ na concentracdo de 2,00 mg L %, é indicado para a indugdo de
organogénese indireta de pitaia, comprovada pela presenca de estruturas caracteristicas demostradas
por microscopia eletrénica de varredura como vasos condutores. Tanto o tratamento testemunha,
quanto os calos e os 6rgaos formados por organogénese indireta, apresentam endoreduplicacéo.

Palavras-chave: regeneracdo, Hylocereus undatus, Microscopia eletronica de varredura, Citometria
de fluxo
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ABSTRACT

Withe-fleshed pitaya is a fruit that has attracted the consumer due to its organoleptic properties
and its smooth taste. It has an extended harvest period and is also considered an ornamental plant.
These characteristics have caught the attention of fruit growers, who are faced with a fruit of
expressive value. This exposure has awakened the need for new propagation techniques to subsidize
the future expansion of this fruit, so the micropropagation technique, via organogenesis, is a good
alternative.Thus, the present study was carried out to identify if there was a difference between the in
vitro germinated plants that gave rise to the explants, as well as to verify the effect of the explant
portion (apical and median), and to observe the effects of different growth regulators ( TDZ and 2,4-
D) and their concentrations on the regeneration of pitaya seedlings by means of indirect
organogenesis. The treatments consisted of different concentrations of 2,4-D: 2,0 and 4,0 mg L™;
TDZ: 2.0 and 4.0 mg L and the TDZ 2.0 mg L combinations with 4.0 mg L of 2,4-D and 2,0 of
2,4-D mg L™ with the addition of 4.0 mg L™ of TDZ and a control treatment, with three repetitions
containing three test-tubes, for each type of segments: apical and median inoculated in the horizontal
position. All plants were identified separately since they came from previously germinated plants in
vitro and therefore, this factor could generate variability.The percentage of callus coverage was
evaluated at 45 and 60 days. After 60 days of cultivation, the most phenologically discrepant
treatments were chosen for analysis by flow cytometry and by scanning electron microscopy.
Considering especially the structures found in two specific treatments, 2.0 and 4.0 mg L* of TDZ,
compared to the control (without an addition of regulator) and a treatment with the presence of 4.0 mg
L of 2,4-D, which presented disorganized calluses with infeasible characteristics for regeneration.
The 2,4-D in the concentration of 4.0 mg L " generates the highest percentage of callus coverage in
the median segments, but this treatment was not viable when evaluated to produce regeneration. The
median traits were most viable as a source of explant for callus formation in the species. The
individuality of plants from germinated seeds in vitro did not generates variability. The TDZ growth
regulator at the concentration of 2.00 mg L *is indicated for the induction of indirect organogenesis of
white-fleshed pitaya, evidenced by the presence of characteristic structures demonstrated by scanning
electron microscopy as conducting vessels. Both the control treatment and the callus and organs
formed by indirect organogenesis presented endoreduplication.

Key words: regeneration, Hylocereus undatus, Scanning electron microscopy, Flow cytometry
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1 INTRODUCAO

A pitaia de polpa branca (Hylocereus undatus) é uma frutifera trepadeira que tem
despertado a atencdo mundial por ser considerada ornamental e por ter uma colheita de frutos
estendida (DAHANAYAKE; RANAWAKE 2012). Seu género estd incluso na familia
Cactaceae, subfamilia Cactoideae, tribo Hylocereeae (Britton e Rose). (BARTHLOTT,;
HUNT, 1993).

Segundo Lopes et al. (2016) atributos como o sabor doce e suave, polpa consistente e
sementes abundantes, tem gerado expressiva receptividade nos mercados consumidores, 0 que
tem estimulado o interesse dos produtores, assim como o elevado valor pago pelo quilo da
fruta.

A propagacao dessa planta é feita por algumas vias: via seminifera; que possui baixa
viabilidade (THINESH; SERAN, 2015) variabilidade genética, crescimento inicial lento, além
das plantas demorarem mais para comecar a produzir (HERNANDEZ, 2000), ou por via
vegetativa por meio de estacas (50 cm de comprimento) gerando dificil obtencdo de material
suficiente para plantios e taxas de multiplicacdo baixas (LE BELLEC; VAILLANT,;
IMBERT, 2006). Também ha a possibilidade de se utilizar a micropropagacao de plantas.

A utilizacdo de técnicas de cultura de tecidos € promissora para a demanda de cultivos
comerciais. (PELAH et al., 2002). Por essa técnica € possivel multiplicar rapidamente as
plantas, de modo rentavel e eficiente quando comparado com outros métodos de propagacao
(CHOFFE et al., 2000).

A micropropagacdo pode ser realizada por diferentes vias, como por exemplo a
organogénese. Essa ocorre devido a diferenciacdo de 6rgdos e brotos do préprio explante
(organogénese direta) ou pela formacédo de calo (organogénese indireta), sendo caracteristico
uma estrutura monopolar com conexdo com o explante (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998).

A organogénese depende de varios fatores internos e externos, entre eles a interacdo da
fonte de explante com o meio de cultivo e o ambiente (GEORGE, 1993; PIERIK, 1997; JOY
IV; THORPE, 1999).

A organogénse também ¢ dependente da acdo de auxinas e citocininas, (SUGIYAMA,
1999). Segundo George (1993) o 2,4-D ¢ a auxina mais usada na inducéo de calo em estudos
de organogénese indireta.

Ja o TDZ tem sido utilizado em alguns trabalhos com cactaceas da mesma tribo,
Hylocereeae, conhecidas como pitaias amarelas (CAETANO NUNES et al., 2014; PELAH et
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al., 2002). Estudos tem mostrado que essa citocinina é constantemente associado com o0
metabolismo de reguladores de crescimento nas plantas (ALI; ABBASI, 2014) gerando uma
rapida divisdo e estimulando a organogénese no rebento e agindo de forma que seu efeito
fisioldgico pode alterar o estresse oxidativo nas células (GUO et al., 2017) A ativacdo das
aréolas (tecido meristematico) foi obtida em outros trabalhos adicionando zeatina, cinetina e
BAP todas citocininas como o TDZ ( GOMEZ; CASTELLANOS-JUAREZ, 2012).

Uma técnica que tem sido utilizada para confirmar a presenca de regeneracdo por
organogénese € a microscopia eletronica de varredura onde Fernando et al. (2007) e Silva
(2009) obtiveram sucesso em maracujé. Esse ultimo autor também langou mé&o do auxilio de
mais uma técnica, a citometria de fluxo, que pode ser usada para verificar se houve variacdo
na quantidade de DNA dos regenerantes.

Nesse contexto o presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da
porcdo do explante (apical e mediano), e de diferentes reguladores de crescimento (TDZ e
2,4-D) e suas concentra¢des, como também a influéncia da identidade de plantas previamente
germinadas in vitro, sobre a regeneracdo de plantulas de Hylocereus undatus por meio da

organogeénese indireta.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Inducéo de calos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). As plantas utilizadas como base de segmentos para os trabalhos
vieram de sementes coletadas de frutos e ficaram sob bancada até estarem secas. Antes da
desinfestagdo, as sementes de H. undatus foram tratadas com cal para retirada do excesso de
mucilagem. Em seguida, as sementes foram lavadas em &gua corrente por duas horas e posteriormente
desinfestadas com solucédo de hipoclorito de sédio a 50% durante 15 minutos. Apos a desinfestacdo o
material vegetal foi lavado quatro vezes com &gua destilada e autoclavada em camara de fluxo
laminar. Foi inoculada uma semente por tubo de ensaio em um total de 400 tubos, em meio Phillips e
Collins (1984), sendo mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 + 1°C por 60
dias, quando obtiveram tamanho suficiente para serem repicadas.

Segmentos apicas € medianos obtidos de plantulas pré-estabelecidas a partir de germinacéao
de sementes in vitro de pitaia, foram utilizados como fontes de explantes. Os explantes foram

cultivados em meio Phillips e Collins (1984) semissolido, acrescido de 25 g L-* de sacarose e
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6 g L de 4gar, 100 mg L-! de glutamina e pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem.
Foram utilizados frascos com capacidade de 200 mL, contendo 35 mL de meio.

Os tratamentos consistiram de diferentes concentragdes de 2,4-D: 2,0 e 4,0 mg L?;
TDZ: 2,0 e 4,0 mg L™ e as combinagdes de 2,0 mg L™ de TDZ com 4,0 mg L™ de 2,4-D e 2,0
de 2,4-D mg L com a adigdo de 4,0 mg L™ de TDZ e um tratamento controle, com trés
repeticdes contendo trés frascos por repeticdo para cada tipo de segmentos: apical e mediano,
inoculados na posicdo horizontal. Todas as plantas foram identificadas por terem vindo de
sementes.

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado, no esquema
fatorial incompleto. As plantas ficaram em sala de crescimento desprovida de iluminagéo,
durante 60 dias.

Foram avaliados, porcentagem de cobertura de calos aos 45 e 60 dias. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia com o modelo linear misto com o auxilio do software
RStudio (2012), onde o efeito aleat6rio foi o de plantas e os fixos foram os tipos de segmento
(apical e mediano) e o niveis de auxina e citocinina utilizados (0,0; 2,0; 4,0 mg L e
combinacoes).

Para as analises subsequentes, foram escolhidos apenas os tratamentos mais discrepantes
fenologicamente: tratamento controle sem adi¢do de regulador de crescimento, tratamentos
com a adicdo de 2,0 e 4,0 mg de TDZ que apresentaram regeneracao e calos amarelados e o
tratamento com a presenca de 4,0 mg de 2,4-D, constituido de calos fridveis, que pareceram

ndo possuir caracteristicas muito viaveis para regeneragao.

2.2 Microscopia eletronica de varredura

As amostras de calos foram fixadas em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido a 2,5% e
2,5% de paraformaldeido), em tampao de cacodilato 0,05 M, pH 7,0, durante 24 horas, a 4 °C.
Os calos foram colocados em 30% de glicerol, durante 30 minutos e, em seguida, lavados por
trés vezes (10 minutos) em tampdo de cacodilato 0,05 M e pds-fixados em 1% de tetroxido de
6smio, durante duas horas. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em gradiente
crescente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%), durante 10 minutos cada e 100% de acetona,
duas vezes de 10 minutos. As amostras foram, entdo, levadas para o aparelho de ponto critico,
usando CO- liquido para a secagem completa. Posteriormente, as amostras foram montadas
em suportes de aluminio (stubs), cobertas com ouro usando um evaporador de ouro SDC 050

e observadas em microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40XVP.
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2.3 Citometria de fluxo

Para a determinacédo do conteudo de DNA, 20-30 mg de tecido de calos, juntamente com
a mesma quantidade de tecido foliar de Pisum sativum (padrdo de referéncia interno) foram
triturados em placa de Petri contendo 1 mL de tampdo Marie gelado para a liberagédo dos
nucleos. A suspensdo de nucleos foi aspirada através de duas camadas de gaze, com auxilio de
uma pipeta plastica e filtrada através de uma malha de 50 um. Os ntcleos foram corados pela
adico de 25 uL de uma solucdo de 1 mg mL™ de iodeto de propideo para cada amostra. Em
cada amostra, 10 mil nicleos foram analisados utilizando-se uma escala logaritmica. A analise
foi realizada no citdmetro Facscalibur (Becton Dickinson), os histogramas obtidos com o
software Cell Quest e analisados estatisticamente no software WinMDI 2.8.

O contetido de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado utilizando-se a razdo entre as
intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1 (nlcleos que estdo na fase G1 da Interfase) do
padrdo de referéncia (P. sativum) e dos ndcleos G1 da amostra, multiplicando-se esta razao
pela quantidade de DNA do padrdo de referéncia (9,09 pg). Foram utilizadas 3 repeticGes,
sendo utilizado um explante/estrutura por repeticao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inducéo de calos

A por¢do do explante ndo obteve importdncia como fator isolado, porém quando
relacionado a concentracdo de auxina notou-se a sua importancia, isto porque o resultado foi
mais qualitativo.

Assim, portanto o grafico do modelo de interacdo (Figura 2.1), obteve uma
representacdo mais fiel dos fatos, variando e controlando as curvas por meio de segmentos e
citocinina (TDZ), por meio ainda, de um modelo linear misto, onde a variancia entre as

plantas doadoras dos explantes foram a fonte do erro experimental.
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Figura 2.1 - Porcentagem de cobertura de calos em segmentos apicais e medianos submetidos
a meios de cultura com diferentes concentracgdes de auxina 2,4-D (0,0; 2,0 e 4,0 mg
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Fonte do autor (2016)

Houve interacdo da auxina 2,4-D com os segmentos apical e mediano, havendo neste
ultimo maior porcentagem de cobertura de calos com 0 aumento da concentracdo de auxina.

Isso provavelmente se deve ao fato de que o explante mediano pode ter mais tecido
meristematico (aréolas) que no &pice, mesmo que no apice a concentracdo de auxina
enddgena seja maior, por ser produzida ali e translocada para regides basais, de forma polar
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Esse fato pode estar relacionado a quebra da dominéancia apical, ja
que os explantes foram inoculados na posi¢do horizontal, podendo estar ocorrendo uma
inibicdo desta translocacdo de auxina, favorecendo maior cobertura de calos nos segmentos
medianos. Botrel et al. (2015) ao estudar posicdo de inoculagéo e regido de segmentos
inoculados em H. marrubioides, obteve maior nimero de brotacdo em gemas laterais de
segmentos dispostos na horizontal.

Outros autores como Venturieri e Venturieri (2004), Lameira et al. (1997) também

avaliaram a area coberta por calos sobre o explante, para caracterizar a producdo destes em
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relacdo ao regulador de crescimento utilizado. O regulador de crescimento estudado que
demostrou maior porcentagem de cobertura por calos sobre o explante foi a auxina 2,4-D,
porém ndo regenerou plantulas, como aconteceu com a citocinina TDZ, em que foi observada
a regeneracao de Orgaos.

No tratamento controle, foi observada a emissao de raizes em todas as repetigdes em
ambos os explantes. No entanto, ndo houve formacéo de parte aérea, (Figura 2.2A) esse fato
pode ter acontecido devido a posicdo em que os explantes foram inoculados, sendo colocados
na horizontal no meio de cultura, onde a parte que estava em contato com o meio de cultura
foi mais responsiva ao enraizamento, podendo ter sido favorecida pela absorcdo de agua e
nutrientes (BOTREL, 2012).

Quando se utilizou a concentragdo 2,0 mg L™ do regulador TDZ, houve a presenca de
calos claros e amarelados e o surgimento de estruturas peculiares que lembravam muito uma
miniatura de cacto, aclorofilada devido seu cultivo na auséncia de luz, originando de calos
pequenos (Figura 2.2B). Esses calos regeneravam-se da parte basal dos explantes, porém
inicialmente era dificil saber de onde a nova estrutura se originava, o que levou a analises de
microscopia eletronica de varredura. Essas estruturas surgiram em cerca de 50% dos
explantes, desses quais 78% vieram de segmentos medianos, segundo Pickens et al. (2006) a
taxa de regeneracdo depende do tipo de explante.

Suarez Roméan et al. (2014) obtiveram um protocolo de regeneracdo de pitaias
amarelas (Selenicereus megalanthus) por organogénse indireta utilizando-se do regulador de
crescimento TDZ, em calos verde arroxeados e Pelah et al. (2002) também utilizou-se do
mesmo regulador, j& em segmentos de partes proximas a cotilédones, obtendo a regeneracdo
maxima de br6otos em pitaia amarela.

Quando se utilizou a concentragdo 4,0 mg L™ do regulador TDZ houve uma pequena
formacdo de calos claros que também apresentaram as estruturas peculiares que a
concentracdo pela metade apresentou, porém menores e mais discretas (Figura 2.2C). Quanto
a quantidade, surgiram em cerca de 50% dos explantes, onde 78% vieram de segmentos
medianos exatamente como ocorreu com a metade desta concentragéo.

Tanto no tratamento que possuia adigdo de 2,0 mg L™ de 2,4-D (Figura 2.2D) quanto
no que possuia 4,0 mg L do regulador de crescimento (Figura 2.2E), formaram-se calos
friaveis, (rosados, arroxeados e esbranquicados) em 73% dos explantes, incluindo todos os
medianos e em 100% dos explantes, respectivamente. Lopes et al., (2016) ao desenvolver uma
curva de crescimento de calos de pitaia (H. undatus), notou esta cor em calos cultivados na

presenca do regulador de crescimento 2,4-D e glutamina e atribuiu essa caracteristica a
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presenca de antocianinas. Porém, segundo Cai, Sun e Corke (2003) o pigmento comum as
pitaias sdo as betalainas, mais especificamente betacianinas, grupo de coloracdo vermelho-
violeta, (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000) sendo que quando hé
a presenca de betalainas nas plantas ndo ha a presenca de antocianina e vice-versa.
(NAKASHIMA, 2015).

Esse pigmento tem funcéo antioxidante (CAl; SUN; CORKE, 2003) e é notado que
quando houve a presenca dessa pigmentacdo ndo houve regeneracao.

Para a combinagao de reguladores de crescimento 2,0 mg L de TDZ e 4,0 mg L™ 2,4-
D, houve formacdo de calos em 95% dos explantes incluindo todos os medianos, eram
rosados bem escuros e avermelhados, (Figura 2.2F) mas com tamanho menor que os calos
produzidos com 2,4-D separadamente.

Na combinagdo de 2,0 mg L™ de 2,4-D e 4 mg L' de TDZ houve a formagéo de calos
bastante esbranquicados, (Figura 2.2G) e menos avermelhados que os do tratamento anterior e

foi detectada a presenca de calos em 100% dos segmentos.

Figura 2.2 - Calos de pitaia (Hylocereus undatus) aos 60 dias de cultivo, submetidos a
diferentes concentracdes de reguladores.

- c

Legenda: A) tratamento controle. B) Explante inoculado em meio de cultura contendo 2,0 mg.L-! de
TDZ com formacdo de calos (*) e 6rgdos, cladddio (organogenése indireta). C) Calos induzidos no
tratamento 4,0 mg.L-! de TDZ, com formagdo de 6rgdos bem discretos e pequenos (*) D) Explante
inoculado em meio de cultura contendo 4,0 mg.L-* de 2,4-D, com aspecto friavel cor mista com
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pigmentos rosados e esbranquicados. E) Explante inoculado em meio de cultura contendo 2 mg.L-! de
2,4-D, formando calos rosados, arroxeados e friaveis. F) Calos induzidos no tratamento 2,0 mg L-1
TDZ e 4,0 mg.L-! de 2,4-D, com coloragdo rosa escura e avermelhada. G) Calos induzidos no
tratamento 2,0 mg.L-t de 2,4-D e 4,0 mg L-1 TDZ com aspecto agucarado e branco.

Fonte: Do autor (2016)

3.2 Microscopia eletronica de varredura

A testemunha apresentou estdbmatos paralelociticos, uma epiderme com estrias
epicuticulares, e um tecido organizado (Figura 2.3 A, B). Foi também observada a presenca
de espinho envolto por células afiladas e compridas que lembraram tricomas, (Figura 2.3 C).

Elias, Hashimah et al. (2015) observaram a existéncia de um tecido utilizado para
identificar as cactaceas que possui esses atributos, € um meristema que forma os espinhos,
conhecido como aréolas, possui tricomas e origina também folhas e flores. Porém essas
células também lembraram calos, como se essa regido tivesse sofrido uma desdiferenciacéo e
uma hiperplasia, mas por falta de estimulo de um regulador de crescimento ndo tivesse se
multiplicado.

O tratamento no qual foi adicionado 2,0 mg L' de TDZ gerou calos que
desenvolveram estruturas, cladddios, aclorofilados sem a presenca de raiz, (Figura 2.3 D) e a
microscopia de varredura possibilitou a visualiza¢do da formagédo de vasos condutores (Figura
2.3E,F) 0 que demonstra caracteristicas de organogénese indireta que é evidenciada por
estruturas unipolares onde o sistema vascular esta ligado ao tecido do explante inicial
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Ja quando foi utilizada a concentragéo de 4 mg L " do regulador os calos tiveram cor e
aspecto similares aos gerados pela metade dessa concentracdo (Figura 2.3G) no entanto, as
imagens evidenciaram calos com muitas células de parede celular rompida e murchas, que
demostram caracteristicas ruins, mais também revela algumas células isodiamétricas e
pequenas em aglomerados com caracteristicas e potencial embriogénico. (Figura 2.3 H)

No cultivo de calos ha uma grande heterogeneidade dos mesmos e somente um
namero restrito de células assume potencial embriogénico, devido ao potencial genético, ao
tecido inoculado e aos reguladores de crescimento incorporados ao meio de cultura.
(AMMIRATO, 1983; BROWN; ATANASSQV, 1985; DE FIGUEIREDO CARVALHO et
al., 2013), assim subcultiva-se apenas as partes com atributos interessantes. Normalmente
essas células de carater embriogénico sdo pequenas e isodiamétricas, particularidade que
permite a intensa diviséo e a formacdo de aglomerados celulares que d&o origem a embrides
somaticos (ANGELO et al., 2013; SILVA et al., 2014).
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Esse tratamento também demonstrou células alongadas, com parede celular rompida o
que lembrou as estruturas que parecem tricomas de regido meristematica axilar (Figura 2.3I)
encontradas na testemunha.

O tratamento com a adicio de 4,0 mg L * de 2,4-D, demostrou calos rosados e
esbranquicados com pontos translucidos, (Figura 2.3J) caracteristica essa Ultima que segundo
Figueiredo et al. (2007), sdo de calos com células de formato alongado, pobres em organelas
citoplasmaticas e sem capacidade embriogénica e que neste trabalho também ndo demostrou
capacidade organogénica, gerando células murchas, alongadas e rompidas, (Figura 2.3K,L)

caracteristicas inviaveis a regeneragao.

Figura 2.3 — Microscopia Eletronica de Varredura de explantes de pitaia (Hylocereus undatus)
submetidos a diferentes concentracdes de reguladores

B - FC

Legenda: A) Explante (segmentos de cladédios) tratamento controle. B) Estdmatos (setas). C) Supde-
se que seja uma regido com grande concentracdo de células meristeméaticas (aréolas) com alta
capacidade de multiplicacdo mais que por falta de estimulo de regulador de crescimento ndo se
multiplicou (setas) e tecido organizado (*). D) Explante inoculado em meio de cultura contendo 2,0
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mg.L" de TDZ com formacdo de calos (c) e o¢rgdos (organogenese indireta) (seta). E)
Eletromicrografia de cladodios obtidos por organogénese indireta, apresentado vasos condutores
(setas). F) Vasos condutores - elementos de vaso (setas) G) Calos induzidos no tratamento 4,0 mg.L™
de TDZ . (setas) H) Calos com células isodiamétricas e pequenas (setas), células com a parede celular
rompida (+) e células murchas (*). 1) Células alongadas e com parede celular rompida supde-se que
sejam aréolas (setas). J) Calos induzidos no tratamento 4,0 mg.L™" de 2,4-D (setas). K) Células
murchas (setas). L) Células alongada e rompida (seta).

Fonte: Do autor (2016)

3.3 Citometria de fluxo

O contetdo de DNA nédo variou com a presenca de reguladores de crescimento, como
também ndo variou nos tratamentos que regeneraram cladddios por organogénese indireta,
ndo havendo assim diferenca estatistica e demostrando que ndo houve qualquer indicio de
variacdo somaclonal, o que é comum quando os explantes sdo submetidos a concentracao de
reguladores de crescimento, como ocorreu com Padua (2015) quando utilizou a técnica para
verificar a estabilidade de plantas obtidas por embriogénese e constatou que o tempo de
cultivo in vitro e altas concentracdo de auxina poderiam ter afetado a estabilidade genética das
plantas de dendenzeiro.

Porém os graficos evidenciaram a presenca de endoreduplicacdo, fendmeno que
muitas vezes acontece durante a diferenciacdo de células que sdo altamente especializadas
morfologicamente, que é o caso do cladodio das pitaias, descrito como um caule modificado
com funcdo de armazenamento de 4&gua (MENEZES et al., 2012).

Este fendmeno endoreduplicacéo, se caracteriza por células com varias ploidias dentro
de um tecido e também foi observado em segmentos de caule de pitaias cultivados in vitro,
por Menezes et al. (2012).

A planta micropropagada, usada como testemunha, (Figura 2.4A) como também o0s
calos que apresentaram coloracdo amarelada obtidos em meio de cultura suplementado de 2,0
e 4,0 mg L de TDZ obtiveram quatro picos, ou seja quatro niveis de ploidia, (Figura 2.4
B,C) enquanto calos promovidos com 4,0 mg L™ de 2,4-D obtiveram cinco picos, (cinco

niveis de ploidia), (Figura 2.4 D).
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Figura 2.4- Histograma de citometria de fluxo
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Legenda: A) Histograma de citometria de fluxo do tratamento controle de pitaias in vitro exibindo
quatro picos B) Histograma de citometria de fluxo em calos ¢ orgdos obtidos com a concentragao 2,0
mg.L" de TDZ, exibindo 4,0 picos. C) Histograma de citometria de fluxo em calos e orgdos obtidos
com a concentragdo 4,0 mg.L™" de TDZ, exibindo quatro picos. D) Histograma de citometria de fluxo
em calos obtidos com a concentragdo 4,0 mg.L™ de 2,4-D, exibindo cinco picos.

Fonte: Do Autor (2016)

Lopes et al. (2016) em seus trabalhos com calos de pitaia obtidos com a adi¢éo de 2,4-
D e glutamina, observou que calos amarelos apresentaram seis picos, enquanto calos com

coloracdo roxa e a planta micropropagada apresentaram quatro picos.

4 CONCLUSOES

O 2,4-D na concentracdo de 4,0 mg L -1 gera a maior porcentagem de cobertura por
calos nos explantes, em segmentos medianos, porém esse tratamento ndo se mostrou viavel a
regeneracao de calos

Os segmentos medianos s&o 0s mais viaveis como fonte de explante para a espécie.

A individualidade de plantas advindas de sementes germinadas in vitro ndo gera

variabilidade genética nos calos obtidos in vitro.
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Tanto a testemunha quanto os calos e os 6rgaos formados por organogénese indireta
apresentam endoreduplicacéo.

O regulador de crescimento TDZ e sua concentragdo 2,0 mg L * sdo indicados para a
inducdo de organogénese indireta de pitaia, comprovada pela presenca de estruturas

caracteristicas de 6rgdos visualizadas por microscopia eletrénica de varredura.
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CAPITULO 3
INFLUENCIA DAS DIFERENTES DENSIDADES DE FLUXO DE FOTONS SOBRE
PLANTULAS DE PITAIA IN VITRO

RESUMO

As pitaias sdo frutiferas que tem sido cultivadas em diversas partes do mundo devido a um
crescente nicho no mercado de frutos exoticos e a sua tolerancia a seca por possuir metabolismo CAM.
Sua propagacdo € realizada por sementes ou de forma vegetativa, por estacas, porém por meio destas
formas de propagacdo ndo se obtém um grande nimero de mudas. Neste contexto a micropropagacao,
uma técnica de multiplicacdo rapida, onde se produz um alto nimero de plantas geneticamente e
fisiologicamente uniformes, pode ser uma alternativa promissora. Por meio dessa técnica pode-se
estudar e controlar o efeito da luz e suas intensidades sobre as plantas, um pardmetro importante no
cultivo in vitro. Assim este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia das diferentes
intensidades luminosas (densidades de fluxo de fotons) sobre o crescimento e desenvolvimento das
plantas, anatomia e pigmentos fotossintéticos de Hylocereus undatus cultivadas in vitro. Sendo este,
um trabalho pioneiro neste sentido. Os tratamentos consistiram em cinco densidades de fluxo de
fotons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 umol m2s?) com cinco repeticdes (4 tubos /repeticdo)
dispostos em delineamento inteiramente casualizado. Apds 45 dias foram avaliados os pardmetros:
comprimento do cladédio, largura do cladédio na metade da altura, nimero de brotos e raiz,
comprimento raiz principal e matéria seca de parte aérea e as plantas foram submetidas a analises
anatomicas e de pigmentos fotossintéticos.A intensidade luminosa de 102,0 umol m2.s? demostra ser
a mais indicada para o cultivo de pitaias de polpa branca (H. undatus) in vitro gerando um bom
crescimento, com acimulo de matéria seca de parte aérea, comprimento da raiz principal e largura na
metade do cladddio desejaveis. Como também, proporciona plantas com caracteristicas anatdmicas e
guantidade de pigmentos satisfatorios.

Palavras chave: intensidades de luz, caracterizacdo anatdmica, clorofila
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ABSTRACT

The pitayas are fruit trees that have been grown in several parts of the world due to a growing
niche in the exotic fruit market and their tolerance to drought by having CAM metabolism. Its
propagation is carried out by seeds or vegetatively by cuttings, but by means of these forms of
propagation, one does not obtain a large number of seedlings. In this context micropropagation, a
technique of fast multiplication, where a high number of genetically and physiologically uniform
plants is produced, can be a promising alternative. Through this technique studied and control the
effect of light and its intensities on plants, an important parameter in vitro cultivation. The objective of
this work was to evaluate the influence of different luminous intensities (photon flux densities) on the
growth and development of plants, anatomy and photosynthetic pigments of (Hylocereus undatus)
grown in vitro. This being a pioneering work in this regard. The treatments consisted of five photon
flux densities (20.0, 57.0, 78.0, 102.0 and 139.0 umol m2.s) with five replicates (4 tubes / replicate)
arranged in completely randomized design. After 45 days, the following parameters were evaluated:
cladode length, cladode width at half height, number of shoots and root, main root length and shoot
dry matter, and plants were submitted to anatomical and photosynthetic pigment analyses. The
luminous intensity of 102.0 umol m-2.s-1 is shown to be the most suitable for the cultivation of white
pitaya (H. undatus) in vitro yielding a good growth, with an accumulation of shoot dry matter, main
root length, and width at the middle of the desirable cladode. As well, it provides plants with
anatomical characteristics and a satisfactory amount of pigments.

Key words: light intensity, anatomical characterization, chlorophyll
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1 INTRODUCAO

As pitaias sao frutiferas que tem sido cultivadas em diversas partes do mundo devido a
um crescente nicho no mercado de frutos exoticos na Europa e Estados Unidos. No Brasil a
regido sudeste tem se destacado como maior produtora, mas existem diversos plantios
distribuidos pelo pais (CAETANO NUNES et al., 2014).

Outro aspecto que tem chamado a atencdo, € a sua tolerancia a seca devido ao seu
metabolismo &cido das crassulaceas, um atributo importante para a agricultura em ambientes
com secas prolongadas (MIZRAHI; NERD, 1999) elevando assim seu potencial econdmico.
Esse metabolismo é caracteristico na familia das cactaceas, familia na qual a frutifera esta
inserida. Ela também pertence a subfamilia Cactoideae, tribo Hylocereeae, género
Hyleocereus (BARTHLOTT; HUNT, 1993).

A pitaia (Hylocereus undatus), possui polpa branca e casca vermelha-rosa e sementes
escuras (CAETANO NUNES et al., 2014), ocorrendo espontaneamente em ambientes
sombreados de florestas tropicais no México, india, Vietnd e Américas Central e do Sul
(BARTHLOTT; HUNT, 1993; INTA, 1994).

A sua propagacdo € feita por meio de sementes ou propagacdo vegetativa por fracoes
de caule, enxertos ou até mesmo in vitro (meristemas ou 6vulos) (ORTIZ-HERNANDEZ;
CARRILLO-SALAZAR, 2012). Embora muitos cactos sdo de grande interesse comercial,
existem poucos relatos da utilizacao de cultura de tecidos em comparacdo com outras familias
de plantas (MOEBIUS-GOLDAMMER; MATA-ROSAS; CHAVEZ-AVILA, 2003).

A micropropagacdo é uma técnica de multiplicacdo, rapida onde se produz um alto
nimero de plantas geneticamente e fisiologicamente uniformes. (HAZARIKA, 2006). O
ambiente no qual essas plantas sdo submetidas é caracterizado por uma alta umidade relativa
do ar, pequena troca de gases com o ambiente externo, baixa densidade de fluxo fotdnico
fotossintético entre outros (KOZAI; KUBOTA; JEONG, 1997). Essas condicGes de baixas
intensidadedes de luz sdo comparadas a ambientes sombreados (SHIN; PARK; PAEK, 2013).

Segundo Macedo et al. (2011) a intensidade e a qualidade de luz s&o relevantes para o
desenvolvimento e crescimento das plantas in vitro, sendo o mais importante dos desafios da
cultura de tecidos fornecer quantidade e qualidade de luz suficientes para o desenvolvimento
das plantas (DONG et al., 2014; SAMUELIENE et al., 2013).

Assim este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia das diferentes

intensidades luminosas (densidades de fluxo de fétons) sobre o crescimento, anatomia e 0s
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pigmentos fotossintéticos de Hylocereus undatus cultivadas in vitro. Sendo este, um trabalho

pioneiro neste sentido.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Andlises fitotécnicas

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

Os explantes utilizados foram advindos de pléantulas previamente germinadas e
estabelecidas in vitro, e constituidos por segmentos de tecido meristematico (aréolas laterais)
de cerca de um centimetro, cultivados em meio Phillips e Collins (1984) semissolido,
acrescido de 30 g L-! de sacarose e 6 g L™ de &gar e o pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da
autoclavagem, 121°C durante 20 minutos. Os explantes foram inoculados em tubos contendo
15 mL de meio de cultura.

Os tratamentos consistiram em cinco densidades de fluxo de fétons (20,0; 57,0; 78,0;
102,0 e 139,0 umol m2s?) com cinco repeticdes (4 tubos /repeticio) dispostos em
delineamento inteiramente casualizado. Os tubos foram mantidos em sala de crescimento,
com temperatura de 25 * 1°C durante 45 dias. Apos esse periodo foram avaliados os seguintes
parametros: comprimento do cladddio, largura do cladédio na metade da altura, nimero de

brotos e raiz, comprimento raiz principal e matéria seca de parte aérea.

2.2 Anélise de pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos analisados foram clorofila a, clorofila b, clorofila total e
carotenoides. A extracdo foi realizada, conforme metodologia descrita por Lichtenthaler e
Buschmann (2001). Os tubos foram acondicionados em papel aluminio e transportados do
Laboratorio de Cultura de Tecidos até o Laboratorio de Nutricdo e Metabolismo de Plantas
(Departamento de Biologia/UFLA), para imediata extracdo e quantificacdo dos pigmentos.

Para a extracdo dos pigmentos, foram pesados 0,2g de matéria fresca dos cladddios e
homogeneizadas com 10 mL de acetona 80% (v/v), filtrados em |& de vidro, completando-se o
volume para 40 mL de acetona 80%. Imediatamente apds este procedimento, foi realizada a
leitura da absorbéancia a 663,2 nm, 646,8 nm e 470nm. Todo o procedimento foi realizado no

escuro para evitar a degradagdo das clorofilas. Os teores clorofila e carotenoides foram
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calculados seguindo as seguintes equacdes: clorofila a [(12,25 x A663,2) — (2,79 x A646,8)];
clorofila b [(21,5 x A646,8) — (5,1 x A663,2)]; clorofila total (a+b) e carotenoides [((1000 x
A470) — (1,82 x A663,2) — (85,02 x A646,2))/198], sendo os resultados expressos em mg de

pigmento por g de matéria fresca de tecido do cladodio.

2.3 Andlises anatdmicas

Foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia.
As amostras do terco médio dos cladddios e das raizes, foram coletadas de quatro plantas
diferentes por tratamento, previamente fixada em FAA 70% (formaldeido - &cido acético
glacial - alcool etilico 70%) (JOHANSEN, 1940), por 72 horas e, posteriormente, conservada
em etanol 70% (v/v-1). As seccOes transversais foram obtidas em microtomo de mesa tipo
LPC e as secgdes paradérmicas a mao livre, com uso de lamina de aco, em seguida
submetidas a clarificagdo com hipoclorito de soédio (1%-1,25% de cloro ativo), triplice
lavagem em &gua destilada e posteriormente os cortes foram corados com solugéo safrablau
(azul de astra 0,1% e safranina 1%), para as sec¢des transversais e sec¢des paradérmicas e
safranina 1% para a seccOes de raizes, sendo, posteriormente, montadas em laminas
semipermanentes com agua glicerinada (KRAUS; ARDUIN, 1997).

As laminas foram observadas e fotografadas em microscépio éptico, modelo Olympus
BX 60, acoplado a camera digital Canon A630. As imagens foram analisadas em software,
para andlise de imagens UTHSCSA Imagel, com cinco repeticbes, para cada variavel
analisada. As variadveis estudadas na parte radicular: espessura da epiderme da raiz, espessura
do xilema e cortex, area do cilindro, area do xilema, quantidade de xilemas e area total da
raiz. Na parte aérea foram consideradas: a area do cilindro e a espessura da epiderme do
cladddio.

Para a caracterizacdo dos estdmatos, foram avaliados os paréametros: densidade
estomatica (nimero de estdmatos por mm?), e a funcionalidade estomatica, obtidos em

microscopio Olympus CBB e Ken-a-vision 2100.

2.4 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatistica de variancia e regressdo pelo
programa SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises fitotécnicas

As pitaias que foram submetidas a menor densidade de fluxo de fétons (20,0 pmol m-
251y, obtiveram maiores comprimentos dos cladddios (Figura 1). As plantas, apresentaram
cor verde clara, finas e compridas, que lembravam estiolamento (Figura 2) para Merten
(2003) cactaceas estioladas, cultivadas em ambientes sombreados, apresentam cladodios
estreitos e alongados, similares aos observados neste estudo.

As plantas submetidas a segunda intensidade de luz (57,0 umol m2.s™) demostraram
um menor crescimento (Figura 3.1) e coloracédo verde mais intenso comparados ao tratamento
anterior (Figura 2). Ja na intensidade (78,0 umol m?.s?) as plantas alcancaram um maior
tamanho (2,74 cm) (Figura 1) e uma cor que variava entre o verde escuro e o0 arroxeado
(Figura 2). Nas seguintes intensidades, (102,0 e 139,0 umol m?.s?) a cor roxa foi cada vez mais
acentuada (Figura 2) e o comprimento diminuiu até atingir seu menor valor (2,24 cm), na
maior intensidade de 139,0 umol m2.s* (Figura 3.1).

Foi observado a presenca de muitos espinhos nas plantas e estes que foram se
intensificando em quantidade a medida que a intensidade foi maior (Figura 3.2).

Figura 3.1- Comprimento de plantulas de pitaia submetidas a diferentes densidades de fluxo
de fotons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 umol m2.s%) in vitro.

Comprimento

1 y =-0,145550% + 1,779403x" - 3,383357x+ 4,722520

R*=185%

0 20 40 60 g0 100 120 140 160

Densidade de Fluxo de fotons pmol.m-2.s-

Fonte: Do autor (2016)
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Figura 3.2- Plantulas de pitaia (Hylocereus undatus) submetidas a diferentes densidades de
fluxo de fotons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 umol m2.st) in vitro aos 45 dias.

20,0 57,0 78,0 102,0 139,0 pmol m2.s!

Fonte: Do autor (2016)

Em seus estudos, Cavalcante (2011) observou a influéncia das intensidades luminosas
no crescimento e desenvolvimento inicial em pitaias em campo no Piaui, onde cerca de 50%
de cobertura no minimo, contra a incidéncia direta de sol geraram maior crescimento de
plantas.

Segundo Donadio (2009) a pitaia se adapta melhor a climas subimidos e meia
sombra, mais pode se adaptar a climas de tipos diversos, desde os tropicais aos subtropicais
até aos aridos. Moraes Neto et al. (2000) comentam que a habilidade de crescer rapidamente
em ambientes moderadamente sombreados é um artificio significativo de adaptacdo da
espécie que propicia uma artimanha para evadir-se das condi¢des com baixas intensidades
luminosas.

Quando considerado 0 aumento expressivo de espinhos nas maiores intensidades, De
La Rosa-Manzano, Flores e Delgado-Sanchez (2016), comentam que o sombreamento dos
espinhos é um mecanismo de prote¢do da exposicao a luz.

J& 0 aumento da pigmentacdo roxa pode estar associado a presenca de betalainas, mais
especificamente betacianinas, grupo de coloracdo vermelho-violeta (DELGADO-VARGAS;
JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000) presentes em algumas familias da ordem
Caryophyllales, que parecem ter funcbes adicionais nas plantas ligadas a inativacdo de

espécies reativas, sendo ineficazes na absorc¢do no espectro UV, podendo gerar mais reflexdo
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(BROCKINGTON et al., 2011).e, assim, pode ter potencializado a cor do pigmento nessas
plantas.

Para a variavel largura na metade do cladddio houve um engrossamento a medida que
a intensidade aumentou até obter uma estabilidade a partir de 102,0 umol m2.s? (Figura 3.3A).

Cavalcante (2011) observou menores didmetros do cladédio & medida que se
aumentou a intensidade de luz em pitaias cultivadas em campo.

Comportamento semelhante foi observado para a analise de comprimento da raiz
principal que atingiu uma extensdo maior em maiores intensidades até ficar constante 8,07 cm
(102,0 umol m2s?) e 8,1 cm (139,0 umol m2.s?) (Figura 3.3B). Esse comportamento também
foi observado na matéria seca de parte aérea com uma resposta significativa a medida que a
densidade foi aumentada, até que nas duas maiores intensidades se manteve em equilibrio
(Figura 3.3C).

Figura 3.3- Parametros largura na metade do cladddio, comprimento da raiz principal e
matéria seca de parte aérea de plantulas de pitaia submetidas a diferentes
densidades de fluxo de fétons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 umol m2.s2) in vitro.
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Para as variaveis nimero de brotos e raiz ndo houve diferenca significativa (Tabela

3.1).

Tabela 3.1 — Parametros ndo significativos

Intensidade Luminosa (umol m2.s™)

Variavels 20 57 78 102 139
NuUmero de brotos 1,65 2,2 1,9 2,1 2,45
NUmero de raiz 1,65 15 1,55 1,7 1,45

Fonte: Do autor (2016)

3.2 Anélise de pigmentos fotossintéticos

Foi observado o mesmo comportamento em todos os pigmentos fotossintéticos

estudados. Um aumento da producdo destes foi evidenciada com o aumento da intensidade

luminosa de (20,0 umol m2s?) para (102,0 umol m2s?), onde o auge foi observado na
intensidade 102,0 pmol m2.s%, (Figura 3.4 A,B,C,D).
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Figura 3.4: Teores de pigmentos fotossintéticos em plantulas de pitaia submetidas a diferentes
densidades de fluxo de fétons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 pmol m2.s?) in vitro.
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carotenoides
Fonte: Do autor (2016)

Almeida (2015) estudando o efeito do sombreamento sobre a pitaia vermelha em
campo, observou que as plantas cultivadas em sombreamentos de 65% e 80% apresentavam
maiores quantidades de clorofila total. Também encontrou maiores quantidades de clorofila a,
a medida que a intensidade de luz diminuia até chegar a 65% onde, a partir dai a clorofila b se
tornou mais expressiva.

Raveh, Nerd e Mizrahi (1998), ao estudar as respostas de dois cactos hemiepiticos
(Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus) submetidas a diferentes graus de sombra,
descreveram aumento de quantidade de clorofila total e de carotenoides com o aumento do
sombreamento.

Em trés bromeliaceas, das quais duas delas possuiam ciclo CAM, submetidas a 3

irradiancias: baixa (30 pmol m? s1), média (95 pmol m? s?) e alta (340 pmol m2 s%), Keller
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e Littge (2005) observaram que na transferéncia da menor para a maior irradiancia as plantas
puderam usar esse aumento para a fotossintese no seu ciclo CAM, o que provavelmente pode
estar ocorrendo neste trabalho.

A medida que as intensidades sofreram acréscimo a planta pode ter investido mais em
fotossistema Il, podendo assim ter gerado mais ATP para consumo no seu metabolismo acido

crassulaceo.
3.3 Analises anatbmicas

As analises anatbmicas de pitaia permitiram observar que para espessura da epiderme
da raiz, houve um comportamento linear no qual demostra que essa camada de células foi

diminuindo a medida que a intensidade de luz foi se intensificada (Figura 3.5).

Figura 3.5- Espessura da epiderme da raiz de plantulas de pitaia submetidas a diferentes
densidades de fluxo de fétons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 umol m2.s2) in vitro

Epiderme da raiz

S —

13 [ ]

wm

y=-1,2147x + 21,98882

3 R* = 55%

0 20 40 &0 B0 100 120 140 160
Densidade de Fluxo de fotons pmol.m-2.s-1

Fonte: Do autor (2016)

Sugere-se que ambiente in vitro mesmo com a alteragé@o de intensidades de luz ndo foi
hostil por ter alta umidade, assim a planta ndo sentiu necessidade de espessamento da
epiderme radicular, além de que a planta j& possuiu diversos outros mecanismos de
sobrevivéncia, como exemplo a modificacdo do caule para o armazenamento de agua, a
reducdo ou auséncia de folhas e a superficie cerosa que a permitem tolerar condi¢fes adversas
(LUDERS; MCMAHON, 2006).
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Considerando a area do cilindro da raiz, que engloba floema e xilema (TAIZ;
ZEIGER, 2013). é observado um aumento relevante nos dois ultimos tratamentos (102,0 e
139,0 pmol m2.s1) como é demostrado na Figura 3.6 A.

Para a varidvel area do xilema das raizes o apice de area ¢ também evidenciado na
maior intensidade (139,0 umol m2.s)(Figura 3.6 B).

Quando se trata da quantidade de xilemas nas raizes houve uma expressiva progressao
em sua quantia, (Figura 3.6 C), saltando de 7 no quarto tratamento (102,0 pumol m?2.s™) para
25,8 no quinto tratamento/maior intensidade (139,0 umol m2.s1). O xilema transporta agua e
solutos para a parte aérea (TAIZ; ZEIGER, 2013) e parece haver uma ligacdo entre a maior
intensidade e o numero elevado de xilemas, expressando uma maior necessidade da parte

aérea de receber esses produtos.

Figura 3.6-Pardmetros Area do cilindro da raiz, area do xilema das raizes e quantidade de

xilemas.
i ili i Area do xilema das raizes
oois . A Areadocilindro da raiz o0 B
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0,014 0,0016 y =0,000301x" - 0,001728x +0,002818
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E E 00
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000U
0,004 e . coons | N
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y=1966667x" - 14,914286x" + 31,919048x - 7
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Densidade de Fluxo de fétons pmol.m-2.5-2
Legenda: A) Area do cilindro da raiz B) Area do xilema das raizes e C) Quantidade de xilemas em
plantulas de pitaia submetidas a diferentes densidades de fluxo de fétons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e

139,0 umol m2.s) in vitro.
Fonte: Do autor (2016)
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Na maior intensidade de luz a planta obteve maior quantidade de recurso (energia
luminosa) e assim conseguiu sintetizar uma maior quantidade e maior &rea de xilemas, como
também uma maior area de cilindro vascular; (Figura 3.7) convergindo seus recursos para

essas estruturas que lhe proporcionariam um melhor desenvolvimento.

Figura 3.7- Fitomicrografias de sec¢des tranversais de raizes de pitaia submetidas a diferentes
densidades de fluxo de fétons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 umol m2.s2) in vitro,

Legenda: Setas demonstram a epiderme e (*) o cilindro central com seus feixes vasculares.
Fonte: Do autor (2016)
Avaliando-se a area do cilindro do cladodio percebe-se que essa estrutura teve uma

maior area quando as plantas foram submetidas a uma intensidade (102,0 pmol m=2.s%)
(Figuras 3.8 e 3.9) ou seja houve ganho em tecido de conducdo. O Cladddio é um 6rgédo
fotossintetizante, um aumento da espessura desse tipo de 6érgdo destina-se a equilibrar os
niveis internos de luz e CO2, proteger o aparato fotossintético e possibilitar, que um maior
nimero de células sejam resguardadas ao ressecamento e desidratagdo pelo sol
(GONGALVES et al., 2010); (SARIJEVA et al., 2007).
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Figura 3.8- Area do cilindro do cladodio de plantulas de pitaia submetidas a diferentes
densidades de fluxo de fotons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 pmol m2.s™) in vitro.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 3.9- Fitomicrografias de seccOes tranversais de cladodios de pitaia submetidas a
diferentes densidades de fluxo de fétons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 pmol m2.s°

Y in vitro.

100am

Legenda: Setas demonstram o cilindro do cladddio
Fonte: Do autor (2016)

A Densidade estomatica obteve valores constantes em todos tratamentos, exceto para
tratamento com a intensidade luminosa de 102,0 pmol m=2.s™ onde expressou seus maiores
valores (22,42 um) (Figura 3.10). Ou seja, nesse tratamento houve mais estdbmatos por area
(Figura 3.11).
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Figura 3.10- Densidades de estdmatos de plantulas de pitaia submetidas a diferentes
densidades de fluxo de fotons (20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 umol m2.s2) in vitro.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 3.11. Fitomicrografias de sec¢Bes paradérmicas evidenciando nimero de estbmatos por
area em plantulas de pitaia submetidas a diferentes densidades de fluxo de foétons
(20,0; 57,0; 78,0; 102,0 e 139,0 pmol m2.s%) in vitro.

Garcia (2011) ao estudar a morfologia funcional de duas espécies epifitas de cactaceas
Lepismium lumbricoides (Lem.) Barthlott e Rhipsalis floccosa Salm-Dyck ex Pfeiff, observou
em seus estudos que baixa incidéncia luminosa e alta umidade geraram baixa densidade

estomatica.
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As diferentes irradidncias podem atingir o controle e a abertura dos estdmatos (TAIZ;
ZEIGER, 2013), quando ha uma baixa disponibilidade de luz, os estbmatos sdo afetados por
perda na atividade fotossintética e na quantidade de agua, além de um mau funcionamento
(APOSTOLO; BRUTTI; LLORENTE, 2005).

Foi possivel observar que a espécie possui estdbmatos paralelociticos e observar a

presenca de estdmatos bastante elipsoides tratamento com 102,0 umol m2.s* (Figura 3.13).

Figura 3.13- Fitomicrografias de seccdes paradérmicas evidenciando estbmatos em plantulas
de pitaia submetidas a diferentes densidades de fluxo de fétons (20,0; 57,0; 78,0;
102,0 e 139,0 pmol m2.s%) in vitro.

100 o

100 ym

0%
,’\

) €
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Legenda: Estdmatos elipsoides no tratamento com 102,0 pmol m2.s%e (*) demostram a presenca
de estbmatos paralelociticos.
Fonte: Do autor (2016)

E importante considerar que n&o houve diferenca significativa quanto a funcionalidade
dos estdmatos, porém, os estdmatos do tratamento com 102,0 pmol m2.s apresentaram um
formato aparentemente mais elipsoide, podendo ser considerados mais funcionais.

Também ndo houve diferenca significativa para as variaveis: espessura do xilema e do

cortex da raiz, area total das raizes, espessura da epiderme do cladddio, (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 — Pardmetros ndo significativos

Intensidade Luminosa (umol m=2.s™)

Variavéis

20 57 78 102 139
Espessura do xilema (pum) 7,854 7,2282 7,5108 7,344 8,018
Espessura do cortex (um) 82,5226 75,1586 79,0956 70,607 81,3254
Area total da raiz (um?) 0,0492 0,0512 0,0514 0,056 0,0464
Espessura da e‘g:frf]r)me docladodio 937506 357962 30,3474 255148 352842
Funcionalidade (um) 1,264 1,086 1,3946 1,4196 1,3538
Diametro polar (um) 38,6319 43,1724 39,4649 41,4521 41,6139

Fonte: Do autor (2016)
O tratamento onde as plantas foram submetidas a densidade de fluxo de fétons 102,0
umol m2.s™ obteve resultados satisfatorios para a maioria das variaveis analisadas.

4 CONCLUSOES

A intensidade luminosa de 102,0 umol m2.s? demostra ser a mais indicada para o
cultivo de pitaias de polpa branca (H. undatus) in vitro, nesta obteve-se um bom crescimento
e caracteristicas desejaveis

Como também, essa intensidade proporciona plantas com caracteristicas anatémicas e

quantidade de pigmentos satisfatorios.
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