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RESUMO

A pitaia € uma espécie pertencente a familia das Cactaceas que vem ganhando cada vez
mais destaque no mercado, além de ser altamente tolerante a estresses. O cultivo in vitrode
plantas € uma técnica biotecnoldgica que tem sido empregada para alcancar altas taxasde
multiplicacdo, além de possibilitar a selecdo de genotipos adaptados aos estresses abioticos. O
objetivo do trabalho foi avaliar o comportamento das espécies de pitaia emfuncdo da inducgéo
ao estresse salino in vitro. O experimento foi realizado no Laboratoriode Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federalde Lavras, Lavras-MG.
Fragmentos apicais de cerca de 1,5 cm de comprimento das espécies Hylocereus undatus,
Hylocereus polyrhyzus, e o hibrido entre as espéciesHylocereus polyrhizus x Hylocereus
undatus foram multiplicados in vitro, expostos a concentracées de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM)
no meio de cultura MS, o delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 x 4. Ap6s 60 dias de cultivo, foram avaliadas as caracteristicas morfométricas e
fisiologicas das plantas em resposta a condicdo de estresse salino. As concentracdes de NaCl
influenciaram nas variaveis morfométricas como altura da planta, nimero de raizes,
comprimento da maiorraiz, nimero e comprimento de brotos, massa seca e fresca da planta. A
pitaia branca apresentou maiores reducdes em seus parametros, ja a pitaia vermelha mostrou
certo graude tolerancia. As variaveis fisiologicas, como extravasamento de eletrolitos e
integridadeda membrana, aumentaram de acordo com o incremento nas concentrac6es de NaCl,
independente da espécie de pitaia. Considera-se que as caracteristicas morfométricas, o
acumulo de matéria seca e as caracteristicas fisioldgicas permitiram identificar os efeitosda
salinidade, concluindo que as espécies avaliadas nesse estudo sdo moderadamente adaptadas.

Palavras-chave: NaCl. Salinidade. Pitaia. Cactaceae.



ABSTRACT

The pitahaya is a specie from cactacea’s family that has been gaining more prominence
in the market, in addition to being high tolerant to drought. Plant tissue culture is a
biotechnological technique that has been used to high multiplication rates as well as enabling
the selection of genotypes tolerant to abiotic stresses. The aim of this study wasto evaluate the
behavior of pitahaya species in function salt-stress induction in vitro. Theexperiment was
conducted at the Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura
da Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG. Apical fragments of 1.5 cm from the species
Hylocereus undatus, Hylocereus polyrhyzus, and the hybrid between the species Hylocereus
polyrhizus x Hylocereus undatus were multiplicated in vitro, submitted to concentrations of
NaCl (0, 50, 100 and 150 mM) in MS culture medium, the design used was entirely randomized
in a 3 x 4 factorial schemeAfter 60 days of cultivation, the morphometric and physiological
characteristics of plantsin response to salt stress condition were evaluated. NaCl concentrations
influenced the morphometric variables such as plant length, number of roots, length of the
biggest root,fresh and dry mass, number and lenght of budding. H. undatus showed more
reductions in its parameters, while the H. polyrhyzus showed some degree of tolerance. The
physiological variables, like electrolyte leakage and membrane integrity increased according to
the increment in NaCl concentrations, independent of the pitahaya species. It was considered
that the morphometric variables, dry mass accumulation, and physiological variables allowed
the identification of the effects of salinity, concluding that the species evaluated in this study
are moderately adapted.

Keywords: NaCl. Salinity. Pitahaya. Cactaceae.
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CAPITULO |
INTRODUCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais com caracteristicas de clima bastante diversificado, o que
possibilita o cultivo das mais variadas espécies de plantas em seu territorio. Uma frutiferaque
vem ganhando cada vez mais destaque e espaco comercialmente € a pitaia (Hylocereus spp.),
conhecida também como fruta-do-drag3o. E uma espécie da familia das Cactéaceas e ordem
Caryophyllales, originaria da América Central (WONG e SIOW,2015). As cactaceas sao
plantas xerdfitas, perenes, suculentas e geralmente espinhosas, ocaule é dividido constituindo
os cladadios.

A pitaia esta sendo cultivada comercialmente em regides tropicais e subtropicais do
mundo (HOA e WADDEL, 2006). Nos ultimos anos, a pitaia foi aceita como uma importante
frutifera devido ao seu rico contelldo em nutrientes, alem dos beneficios a saide (NALL,
2019). A presenca de compostos fendlicos e antioxidantes, como pigmentos chamados
“betalainas”, no fruto da pitaia, ajudam nos processos de digestao eprevencdo do cancro, entre
outros problemas associados a ataques cardiacos. (MORENO-LEY et al., 2021). Embora o
fruto seja o produto mais consumido, toda a planta pode serusada na alimentagdo e também
na medicina (CASTILLO-MARTINEZ et al., 2005). Com o crescente interesse por esta
frutifera, é importante que novos estudos sejam feitoscom o objetivo de disponibilizar
informacdes a respeito do seu comportamento em regides com potencial de cultivo no pais

A propagacdo de pitaia € comumente realizada por sementes ou estaquia. No
entanto, plantas propagadas por sementes possuem longo periodo juvenil, além de que na
propagacao por estaquia ha grande risco de disseminacao de doencas. Ja a utilizacdo da
cultura de tecidos possibilita obtencéo de plantas sadias e produgdo de mudas em larga
escala, a partir de pequena quantidade de material propagativo (MENEZES et al., 2012).

O cultivo in vitro consiste em um conjunto de técnicas, mediante as quais celulas,
tecidos, orgaos e plantas inteiras sao cultivados em meio nutritivo, sob condi¢descontroladas
de fotoperiodo e temperatura (CARVALHO et al., 2011). A micropropagagdoé um método

répido e confiavel que proporciona a producéo de grande nimero de clones



uniformes em curto espaco de tempo, e o0 estoque de germoplasma pode ser mantido por
muitos anos (KHAN et al., 2020).

Esse método apresenta-se como possibilidade de producdo de mudas de plantas em
grande escala, manutencdo das caracteristicas genéticas, mediar processos biotecnologicos
e tudo isso se constitui em importante instrumento no desenvolvimento da agricultura.

J& as mudancas ambientais e climéticas estdo prejudicando o desenvolvimento
das plantas, podendo alcancar a seguranca alimentar. Tais alteracbes ambientais
desfavoraveis/estresses abiotico, incluindo seca, salinidade, altas e baixas temperaturas tém
efeitos bioldgicos e bioquimicos adversos no crescimento edesenvolvimento das plantas, e
dentre os diversos estresses que as plantas estdo expostas,o estresse salino é um dos principais
contribuintes para reducdo da produtividade em areasagricolas.

14
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1  Caracteristicas da pitaia

A pitaia ou fruta-do-dragdo, como também é conhecida, é uma espécie pertencentea
familia das Cactaceas. De acordo com Mizrahi et al. (1997), essa familia engloba cercade 35
espécies com potencial para fins alimentares, principalmente aquelas dos géneros Hylocereus,
Selenicereus, Cereus, Leptocereus, Escontria, Myrtilloactos, Stenocereus e Opuntia.

Pertencentes ao género Hylocereus, as pitaias sao herbaceas e perenes, distribuidas em
regibes subtropicais e tropicais, e sdo altamente tolerantes a seca. Plantasdo género Hylocereus
utilizam o caminho do metabolismo acido das crassulaceas (CAM), que confere a estas,
capacidade aprimorada de se adaptar as condi¢des xerofiticas e, ao mesmo tempo, fornece uma
cultura alternativa eficiente e de alto valor ao uso da agua para os agricultores (MIZRAHI,
2014). Apesar de ser rustica, que se adapta comfacilidade, requer uma adubacdo rica em matéria
organica e nutrientes, tais como nitrogénio, potassio e fosforo (ORTIZ-HERNANDEZ, 2000).

Ha cinco tipos principais de espécies de pitaia, que sdo diferenciadasprincipalmente
com base nas caracteristicas do fruto, a Hylocereus undatus, € caracterizada por frutos de polpa
branca e casca rosada, Hylocereus polyrhizus com frutoscom polpa vermelha e casca rosada,
Hylocereus costaricencis, com polpa vermelho/violeta e casca rosada, Hylocereus
guatemalensis, com polpa vermelha e cascalaranja-avermelhada, e Hylocereus megalanthus
com polpa branca e casca amarela(ARIVALAGAN et al., 2021).

O cultivo comercial da pitaia teve inicio no Vietnd. Na década de 90, foi o primeiropais a
vender a fruta para outras regides do mundo. Atualmente, mais de 20 paises cultivam e
comercializam a fruta (MIZHARI et al.,, 2004). No Brasil a cultura foi introduzida
recentemente, as areas de producao estdo situadas principalmente no estado de Sao Paulo, além
disso ha uma espécie nativa da regido do Cerrado, popularmente conhecida como “Pitaia
saborosa” (Hylocereus setaceus), que possui casca vermelha, é espinhosa e possui polpa branca
(JUNQUEIRA et al., 2002).

Esse crescente consumo de frutas exoticas agregadas ao valor comercial, tem despertado
interesse pelo plantio e cultivo dessa frutifera (MOREIRA et al., 2011). Caracteristicas como:
sabor doce e suave, polpa firme e repleta de sementes, témdespertado interesse nos produtores

por sua grande aceitacdo nos mercados
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consumidores. O fruto da pitaia é consumido in natura ou processado para uso na industriade
sucos, sorvetes, geleias e doces (GUNASENA et al., 2007). O alto valor pago pelo quilo da
fruta, também constitui grande atrativo para o plantio (LOPES et al., 2016).

E relatado que a pitaia tem varios compostos que contribuem para a sadde, como
polifendis, flavonoides e vitamina C, que conferem grande potencial antioxidante
(NURLIYANA et al., 2010). Além disso, os frutos sdo abundantes em nutrientes,aclcares
solUveis, proteinas e minerais, como potassio, magnésio e calcio, junto com outros compostos
bioativos (TRAN et al., 2015). As flores podem ser ingeridas ou usadasem chas para combater
problemas renais. As cascas sdo ricas em pectinas, betacianinas e fibras, podendo ser
aproveitadas como fonte desses produtos (JAMILAH et al., 2011). Oscladddios, embora menos
comuns, também podem ser utilizados na alimentacdo animal e humana (MAGALHAES,
2017).

2.2 Propagacéo da pitaia

A propagacdo pode ser feita por meio sexuado ou propagativo. A propagacdo via
sementes é utilizada quando se almeja variabilidade genética para uso em programas de
melhoramento genético que visem a selecdo de materiais com caracteristicas desejaveis,como
produtividade, aparéncia externa, coloracdo de polpa e melhor adaptacdo as diferentes
condi¢cbes climaticas (ANDRADE et al., 2008). J& a propagacdo vegetativa € realizada
preferencialmente por estaquia ou enxertia. A estaquia proporciona diversas vantagens em
relacdo a propagacédo sexuada, como a reducdo da juvenilidade e manutencao das caracteristicas
da planta matriz (HARTMANN et al., 1997). Em pomaresestabelecidos com mudas obtidas de
pé-franco, a formacédo de frutos ocorre em até trés anos apos o plantio (LE BELLEC et al.,
2006).

A propagacdo vegetativa também pode se dar pela cultura de tecidos, tal método é
indicado quando o material vegetativo que se deseja multiplicar possui grande importancia, seja
escasso, necessite de limpeza de patdgenos ou demande conservacao degermoplasma (SILVA,
2014).

2.3 Estresse salino

Mudancas ambientais e estresses abioticos, incluindo seca, salinidade, alta e baixa
temperatura, tem efeitos bioldgicos e bioquimicos adversos no crescimento edesenvolvimento
das plantas (DEBBARMA et al., 2019). A salinidade ¢ um dos
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principais fatores de estresse que afetam a produtividade das culturas (GREWAL, 2010).
Espera-se que até 2050 estresses abioticos, como salinidade, seca e temperaturas extremas,
irdo afetar o rendimento da colheita em até 50%, com reducédo da produtividade.(FAO, 2015).
A exposicao das plantas as condi¢fes ambientais desfavoraveis, induz a um estado de estresse
que pode ativar varias vias metabdlicas. As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas
normalmente durante os processos oxidativos bioldgicos, mas seus efeitos sdo incrementados
sob condicOes estressantes em diversos sitios intracelulares como mitocéndrias, cloroplastos
e peroxissomos (LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009)

O estresse salino induz a um choque osmético quando as plantas sdo expostas a
grandes diferencas osmdticas com alta concentracdo de NaCl, e isso pode ocorrer na
agricultura quando &gua salina é aplicada na irrigacdo (SHAVRUKOQV, 2013). O crescimento
de plantas expostas a salinidade apresenta aspectos similares que os para o déficit hidrico,
exceto pela adigdo da citotoxicidade idnica resultante do estresse salino. O efeito negativo da
salinidade no crescimento de plantas tem sido inicialmente associadoao estresse osmotico
causado pela reducdo do potencial de agua no solo, restringindo a absorcéo de agua pelas
raizes. O aumento da concentracdo de ions na regido radicular pode levar a reducdo na
absorcdo de agua nessa regido, contribuindo para a reducdo da condutividade da raiz,
consequentemente, reduzindo a absorcdo de agua. Se a taxa de transpiracdo for maior que a
absorcdo de agua, é configurado o déficit hidrico, resultando em diminuicdo na taxa
fotossintética e na taxa de crescimento (HASANUZZAMAN et al., 2013).

De acordo com Joseph et al. (2015), as respostas das plantas ao estresse salino podem
depender do tipo do sal, sua concentracdo e do genoétipo da planta. O desenvolvimento e a
selecdo de gendtipos, envolve estudos sobre a mecanismos de tolerdncia da cultura, e,
portanto, é necessario conhecer as respostas das plantas ao estresse salino (GRANJA et al.,
2018).

A técnica de cultura de tecidos vegetais, mesmo que aplicada em condi¢es ambientais
esterilizadas e controladas, 0 método in vitro torna possivel investigar e estudar as reacfes das
plantas contra as tensdes abioticas.

A selecdo in vitro de linhas tolerantes em plantas regeneradas foram relatadas emvarias
espécies (BADAWY et al., 2008). PEG, sacarose, manitol ou sorbitol ja foram utilizados em
varias pesquisas como agentes indutores de estresse osmotico para selecdoin vitro. O uso de

NaCl diminui o potencial hidrico do meio, além do elevado efeito



18

fitotdxico de ions Na* quando na presenga de altas concentragcdes de NaCl (CLAEYS et al.,
2014).

2.4  Cultivo in vitro de plantas

A cultura de tecidos vegetais permite o cultivo de explantes, tais como células,tecidos
ou orgdos isolados da planta mde, em condi¢bes de elevada assepsia e rigorosocontrole
nutricional, de luminosidade e temperatura (GEORGE et al., 2008).

O principio do cultivo in vitro teve origem a partir de uma série de trabalhos de
Haberlandt, realizados em 1902, tendo como base o principio da totipoténcia celular, queindica
que qualquer célula vegetal tem o potencial para regenerar uma nova plantacompleta.
Vaérios estudos foram realizados para caracterizar a totipoténcia das célulasvegetais em
termos de morfologia, fisiologia e biologia molecular (SUGIYAMA, 2015).A cultura de
tecidos compreende diversas técnicas, dentre as quais se destaca a micropropagacao,
também conhecida por clonagem ou propagacdo vegetativain vitro (FREITAS, 2014). A
micropropagacdo € um termo geral que se refere apropagacdo de plantas sob condictes
assépticas em meio sintético in vitro, as vezes,refere-se especificamente a uma planta clonal
inteiramente multiplicada por meio de

culturas de brotos/botdes axilares (OGITA, 2015).

Assim, a cultura de tecidos vegetais apresenta-se como possibilidade de producdode
mudas em grande escala, manutencdo das caracteristicas genéticas, mediar processos
biotecnoldgicos e tudo isso, se constitui em importante instrumento no desenvolvimentoda
agricultura e consequentemente, na producéo vegetal. Cabe ressaltar ainda, que a reprodugéo
das plantulas in vitro, embora apresente custo mais elevado, permite o desenvolvimento mais
rapido quando comparado com aquelas obtidas por germinagcéo em viveiros ou sistemas naturais
(CORREIA et al., 2011).

O meio de cultura utilizado para o cultivo fornece macro- e micronutrientes necessarios
para o crescimento e desenvolvimento da plantula in vitro. O meio de culturaapresenta também
de forma geral em sua composicdo: agua destilada e/ou deionizada e vitaminas, além de uma
fonte de carbono externa (comumente a sacarose, na concentracdo de 2 a 5 %). Outros
componentes, tais como aminoacidos, carvdo ativado, antioxidantes e misturas complexas
(dgua de coco, polpa de banana, etc.) podem ser adicionados ao meio a fim de otimizar
determinada resposta, bem como fungicidas e antibioticos para o controle da contaminacgao
(SILVA & FERREIRA, 2016).
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Na literatura ha relatos de vérias formulagfes de meio de cultura, uma vez que existe
variacdo em nutri¢do para diferentes espécies de plantas. Porém, o meio MS, formulado por

MURASHIGE & SKOOG em 1962, ¢ o mais conhecido e utilizado em trabalhos de cultivo in
vitro.
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CAPITULO Il
INDUCAO DO ESTRESSE SALINO in vitro: AVALIACOES MORFOMETRICAS E
FISIOLOGICAS

1 INTRODUCAO

A salinidade é um dos tipos de estresses abidticos que mais influencia e limita o
crescimento e desenvolvimento das culturas. O solo que apresenta altos teores de sal € um
grande problema em todo o mundo (CHA-UM, et al 2013), é estimado que alcance cerca de
20% da éarea irrigada do mundo. A disponibilidade da &gua para praticas agricolas vem
diminuindo gradativamente em qualidade como também em quantidade, sendo preciso 0 uso
alternativo de agua com certos teores de sal, sendo necessario o0 uso dessa agua de qualidade
inferior para atender a demanda da irrigacdo agricola.

As plantas respondem aos ambientes salinos por meio de maultiplos mecanismos
fisioldgicos, metabolicos 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). A osmoregulacdo é um mecanismo de defesadas plantas, sendo uma das
estratégias mais prevalecentes para sobreviver em condic6esde estresse abidtico (CHA-UM et
al, 2013).

A cultura de tecidos é uma ferramenta importante para estudar a fisiologia e bioquimica
da planta sob estresse salino, porque ativa o controle da condigdo da cultura e sua
homogeneidade. (MURSHED et al., 2015). Os estudos sobre estresses abidticos emplantas
realizados em condigdes in vitro sdo frequentemente utilizados para representar as diferentes
condi¢cdes de campo nas quais as plantas sdo acometidas por estresses, estasconfiguracoes
experimentais sdo baseadas na adi¢cdo de compostos, como o NaCl, ao meiode crescimento
(CLAEYS et al., 2014). O NaCl é adicionado ao meio para induzir uma condicdo de estresse,
com o intuito de analisar as respostas das plantas quando expostas a esta condicao de estresse,
pois 0 NaCl reduz o potencial hidrico do meio (MUNNS e TESTER, 2008).

Sendo assim, 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).

O trabalho teve como objetivo contribuir com informagdes sobre o comportamento in
vitro das espécies de pitaia vermelha, branca e hibrida submetidas ao estresse salino induzido

por NaCl.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi executado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do
Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG.

2.1 Micropropagacao da pitaia
Foram utilizados clones de pitaia vermelha (Hylocereus polyrhizus), branca (Hylocereus
undatus) e hibrida (Hylocereus polyrhizus x Hylocereus undatus) cultivadosin vitro (Figura 1),

provenientes de subcultivo.

Figura 1 — Cultivo in vitro de H. polyrhizus oriundas de sementes germinadas.

saavy
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Fonte: Da autora (2021).

Para a obtencdo do nimero adequado de material para a realizacdo do experimento,
foram realizados 2 subcultivos, com a fragmentacdo dos cladédios em segmentos de cerca de
1,5 cm de comprimento, seguido da inoculagdo individual em meioMS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962). O pH do meio de cultura balanceado para 5,8 e autoclavado a 120 °C por 20
min e 1 atm de presséo. As culturas foram mantidas em salade crescimento onde permaneceram
durante 60 dias, com temperatura de 25+ 2° C, iluminacéo fornecida por lampadas de LED com
intensidade luminosa de 36 pmol m st e fotoperiodo de 16 horas.

Posteriormente, segmentos apicais de 1,5 cm dos cladddios das 3 variedades foram
excisados com bisturi e inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultivo MS
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em camara de fluxo laminar, acrescido de 5,5 g L™ de &gar, e 25 g L™ de sacarose e diferentes
concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM), onde permanecerammais uma vez em sala de

crescimento por 60 dias, por fim foram realizadas as analises morfométricas e fisiologicas.

2.2 Analises morfométricas
Ao fim dos 60 dias, foram analisadas as variaveis: altura da planta, didmetro da regido
mediana, numero de raizes, comprimento da maior raiz, nimero de brotacdes e comprimento

das brotacdes, com auxilio de régua milimétrica e paquimetro digitalFigura 2).

Figura 2 — Instrumentos utilizados para as anélises morfométricas.

Para a afericdo da massa fresca e seca (g), foi utilizada balanca analitica de precisao.
Para obtencdo de massa seca foi utilizado embalagem de papel para acomodar as amostras. A
secagem foi realizada em estufa de circulacdo forcada de ar a 60 °C durante48 h, seguida da
pesagem.

2.3 Analises fisiologicas

2.3.1 Extravasamento de eletrolitos (EE)
Quatro fragmentos de aproximadamente 1 cm foram excisados da regido do terco-médio
das amostras de cada tratamento, depois foram postos em tubos Falcon contendo 20 mL de agua

deionizada, em seis repeti¢des, cada repeticdo composta por um tubo de ensaio. Posteriormente,
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0s tubos permaneceram sob agitacdo em agitador por 24 h em temperatura ambiente. Apos esse
periodo, mediu-se a condutividade elétrica livre da solugdo. Os tubos foram colocados em
banho-maria por 1 hora a 100 °C e ao final foi mensurada a condutividade elétrica total da

solucdo (Figura 3).

Figura 3 — Andlise de extravasamento de eletrdlitos

Fonte: Da autora (2022).

A determinacédo da taxa de extravasamento de eletrdlitos foi calculada com basena
férmula proposta por Shi et al (2006):
(1) EE (%) = (CEL/CET) x 100
Onde:
EE = Extravasamento de Eletrolitos (%)CEL = Condutividade elétrica livre

CET = Condutividade elétrica total da solugéo

2.3.2 Teor Relativo de agua (TRA)

Contendo 6 repeticdes, quatro fragmentos de aproximadamente 1 cm foramexcisados
da regido do terco-médio das amostras de cada tratamento. Esses fragmentos foram pesados
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para a quantificacdo da massa fresca, depois foram postos em tubos de Falcon contendo agua
deionizada, ficando imersos por 24 h. Apos esse periodo, pesou-senovamente as amostras para
quantificacdo da massa targida, e, posteriormente, submetidas a secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar a 70°C por 48 horas. Por fim,as amostras foram pesadas para obtencéo
da massa seca. A determinacdo do TRA foi calculada utilizando a formula proposta por Barrs
e Weatherley (1962):

(2) TRA (%) = [(MF — MS)/(MT — MS) x 100

Onde:

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

MT = Massa targida (g)

MS = Massa seca (g)

2.3.3 Teor de clorofila e carotenoides
Foi retirado 0,050 g das amostras de cada tratamento, em seguida os fragmentos foram
depositados em 10 mL de solucdo de acetona a 80%. Apds 24 h em geladeira a = 4 °C foi
quantificada a absortividade das amostras em espectrofotémetro Elisa MultiskanGO (Thermo
Fisher Scientific) nos comprimentos de onda 470, 645, 652 e 663 nm, segundo metodologia de
Scopel, Barbosa e Vieira (2011). As leituras dos comprimentosde onda foram realizadas em
triplicata, trés repeticbes por tratamento (Figura 4).

Figura 4 — Leitura dos teores de clorofila e carotenoides
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Fonte: Da autora (2022).

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 versao
5.0.0.42.

2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 3x4 (espécies de pitaia x concentracfes), totalizando 12 tratamentos e 52 repeticdes.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e, de acordo com a significanciado
teste F (p < 0,05), foi aplicada anélise de regresséo para testar o efeito das concentracdes de
NaCl. Foram testados modelos lineares de até 2° ordem, admitindo-se coeficiente de
determinacdo (R?) igual ou superior a 60%. O teste de Tukey (p < 0,05) foiaplicado para
comparar as médias entre as espécies de pitaia. Todas as analises foram realizadas com auxilio
do software estatistico R 3.6.0 (CORE TEAM, 2018).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do NaCl nas caracteristicas morfométricas

Os resultados do experimento de inducdo de Hylocereus spp ao estresse salino
utilizando NaCl mostrou interacdo significativa para altura de planta, nimero de raizes,
comprimento da maior raiz, massa fresca e massa seca. Sendo assim o estresse salino induzido
in vitro teve efeito nas variaveis morfométricas, que foram visivelmente influenciadas pelas
concentragOes de NaCl. As Figuras 5, 6 e 7 permitem uma avaliagdovisual da influéncia da
concentracdo de NaCl no crescimento das espécies.

Figura 5 — Crescimento de pitaia branca (H. undatus), em funcéo da inducéo do estresse salino
in vitro nas concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM). A: 0 mM; B: 50mM; C:
100 mM e D: 150 mM.
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Fonte: Da autora (2022).
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Figura 6 — Crescimento de pitaia vermelha (H. polyrhizus), em funcdo da inducéo do estresse
salino in vitro nas concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM). A: 0 mM; B:
50mM; C: 100 mM e D: 150 mM.

Fonte: Da autora (2022).

Figura 7 — Crescimento de pitaia hibrida (H. polyrhizus x H. undatus), em fungdo dainducéo
do estresse salino in vitro nas concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM). A: 0
mM; B: 50mM; C: 100 mM e D: 150 mM.

Fonte: Da autora (2022).
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Foi possivel observar que ndo houve anomalias ou morte dos explantes. A pitaia é
considerada uma espécie adaptada a condi¢des adversas como o estresse salino. Os cactos sao
plantas CAM, que sdo adaptadadas a zonas aridas, tém folhas reduzidas e estomatos fechados
durante o dia para prevenir a perda de adgua, além disso, as plantas CAM possuem adaptacdes
para lidar com estresse abidtico como seca, extrema intensidade luminosa, altas temperaturas e
tensdes salinas (CERVERA et al., 2007). Suaanatomia e morfologia também favorece seu
desenvolvimento (WANG et al., 2019).

Em ambientes limitantes, os vegetais podem ativar processos metabdlicos e
fisiolégicos que resultem em homeostase ideal para seu estabelecimento, entdo, é notavelque
esses organismos ao longo do tempo evolutivo tenham sofrido modifica¢6es nas suasatividades

bioldgicas em funcdo dos parametros ambientais (BASU et al., 2016).

3.1.1 Alturada planta

No geral, o crescimento das plantas foi influenciado pela indugédo do estresse salino em
todas as espécies de pitaia, demonstrando a interagdo entre esses fatores. Houveredugéo da altura
ao comparar o controle com os demais tratamentos, 0s que receberam as concentracdes de NaCl.
Na concentracdo de 150 mM, o decréscimo foi de cerca de 44%. Com a pitaia branca, houve
reducédo de 53% em relagéo ao controle (Figura 8).

Resultados semelhantes foram obtidos por Cha-Um et al. (2013) com Echinopsis
calochlora, onde caracteristicas morfologicas como altura da planta diminuiram em resposta a
presenca de NaCl no meio de cultura, principalmente na concentracdo de 200 mM.

Os resultados encontrados tambeém corroboram com Oliveira et al., (2022), ao avaliar o
comportamento de mudas de Hylocereus costaricensis em vasos mantidos em casa de
vegetacdo, diante da salinidade de agua, onde os efeitos negativos comprometeram o

crescimento da planta.
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Figura 8 — Crescimento das espécies de pitaia (branca, vermelha e hibrida), em funcdo da
inducdo do estresse salino in vitro nas concentracdes de NaCl (0,50, 100 e 150 mM).
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Fonte: Da autora (2022).

3.1.2 Numero de raizes
Houve interacdo entre as espécies de pitaia e a concentracdo de NaCl para o nimero de
raizes (Figura 9), sendo observado a diminui¢cdo do numero de raizes com o aumento da
concentracdo de NaCl. A pitaia branca foi a mais sensivel a salinidade, com reducéo de 58% do
namero de raizes na concentracdo de 50 mM de NaCl em comparagdocom o controle. Para pitaia
vermelha, a reducdo foi de 14% em 50 mM de NaCl, e 43% na concentracdo de 150 mM de
NaCl. Ja para a hibrida houve reducao de 34% na concentracdo de 50 mM, com leve acréscimo

na concentracdo de 150 mM de NacCl.
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Figura 9 — NUumero de raizes para as espécies de pitaia (branca, vermelha e hibrida), em funcéo
da inducdo do estresse salino in vitro nas concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150

mM).
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Fonte: Da autora (2022).

O excesso de sais na area da zona radicular promove a reducdo no comprimento eno
namero de raizes, ocasionando efeitos prejudiciais no desenvolvimento e crescimentoda planta.
A reducdo no nimero de raizes também pode comprometer a aclimatizacao dasplantas, visto que
uma micropropagacao eficiente requer bom enraizamento para aclimatizagdo ou sobrevivéncia
no campo (JOSHI et al., 2012).

3.1.3 Comprimento da maior raiz

O comprimento de raiz também foi influenciado pela interacdo entre as concentragdes
de NaCl e as espécies de pitaia (Figura 10). Novamente, a pitaia branca apresentou uma
reducdo de 50% na concentracdo de 150 mM de NaCl, ja para aconcentracdo de 50 mM
a reducédo foi de 7%. A vermelha teve comportamento diferenciado em relagdo as outras 2
espécies, apresentando comprimento da maior raiz naconcentragdo de 100 mM, mas em 150
mM apresentou resultado semelhante ao tratamento controle, assim demonstrando ser adaptada.
Ja para a hibrida, houve reducéo de 16% na concentracdo de 50 mM e 37% para 150 mM de
NaCl.
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Figura 10 — Comprimento da maior raiz para as espécies de pitaia (branca, vermelha e hibrida),
em funcdo da inducgéo do estresse salino in vitro nas concentragdes de NaCl (0,50,
100 e 150 mM).
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Fonte: Da autora (2022).

As raizes estdo em contato direto com 0s sais no substrato, e muitos autores acreditam
que o sistema radicular deve ser o 6rgdo da planta mais afetado pela salinidade,o que faz com que
tenham grande papel nos processos de tolerancia e resposta ao estresse,levando a alteragdes
morfoldgicas tanto das raizes e como da planta no geral.

Estudos por Clayes et al. (2014), com Arabidopsis thaliana in vitro, confirmaramque
baixos niveis de estresse salino ja podem limitar severamente o crescimento da raiz.Ja o
comprimento das raizes e nimero de raizes de E. calochlora, diminuiram 45,28 % e41,54 %
respectivamente em relagéo ao tratamento controle, quando as plantas foram expostas a 50 mM
de NaCl (CHA-UM et al., 2013). Cavalcante et al. (2007) constataramque a percentagem de
sobrevivéncia e comprimento das raizes de H. undatus diminuiram quando sujeitas a
concentracdo de 40 mM NacCl durante 75-90 dias.

A reducdo no crescimento e volume radicular ocorre em consequéncia de alteragdes nos
processos fisiologicos das culturas, isso acontece devido aos sais dissolvidos na solugdo do
solo, afirma Holanda Filho et al., (2011). No presente experimento o meio de cultura com

adicédo de NaCl simula essas condicdes de solo.
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3.1.4 Massa fresca e massa seca da planta
A producéo de massa fresca foi influenciada pela interacdo entre as concentragfesde

NaCl no meio de cultura e as espeécies utilizadas (Figura 11). Observa-se que para pitaia branca
houve reducdo em relacéo ao teor de massa fresca, na concentracdo de 50 mM de NaCl a queda
foi de 45% em relacéo ao controle, para 150 mM a reducdo foi de 71,4%. Para a pitaia vermelha
a queda na concentracdo de 50 mM foi de 18% e para 150mM de NaCl foi de 45%.

Figura 11 — Massa fresca em diferentes espécies de pitaia (branca, vermelha e hibrida), em
fungéo da indugdo do estresse salino in vitro nas concentracdes de NaCl (0, 50,
100 150 mM).
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A producao de massa seca foi influenciada pelas concentracGes de NaCl, (Figural2). De
forma geral, houve diminuicdo de biomassa quando houve incremento de sal ao meio. Esse
resultado era esperado considerando a reducdo de todas as variaveis estudadasa partir do
aumento de NaCl. O teor de massa seca foi diminuindo a medida em que aumentou a
concentracdo de NaCl no meio de cultivo, com reducéo de cerca de 50% na concentracdo de

150 mM em comparacéo ao tratamento controle. Segundo Parida e Das
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(2005), a reducdo na massa fresca e seca de caules, folhas e raizes sdo os principais

sintomas observados em plantas cultivadas sob estresse salino.

Figura 12 — Massa seca de pitaias em fungédo da inducdo do estresse salino in vitro nas
concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM).
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Fonte: Da autora (2022).

Nos estudos de estresse salino de Cha-Um et al. (2013), eles notaram a reducdo de 20,65
% e 43,66 % de massa fresca e seca em E. calochlora, respectivamente, em concentragéo de 50
mM de NaCl. Ja em experimentos utilizando segmentos nodais de Stevia rebaudiana B.
realizado por Lucho et al. (2019), apresentaram sensibilidade ao serem submetidos a
concentracdes salinas de NaCl variando entre 0-1,5 g L™, tendo sua massa fresca e seca reduzida
em funcdo do aumento da concentracdo de NaCl. Rahimi etal. (2012) relataram também reducéo
na massa fresca e seca de plantas, utilizando Foeniculum vulgare submetidas ao estresse salino.

De acordo com Nascimento et al. (2011), o declinio observado na massa fresca daparte
aérea de plantas submetidas a salinidade sdo consequéncias dos efeitos tdxicos dossais em
excesso, que limitam a expanséo e multiplicacéo celular, reduzindo principalmente as variaveis

de crescimento.
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3.1.5 Nuumero e comprimento de brotacdes

O ndmero e comprimento de brotacdes foram influenciados pelas concentracbes de
NaCl e pelas espécies de pitaia (Figura 13). Para a pitaia branca, o numero de brota¢6esfoi nulo
no tratamento controle e em todas as concentracdes de NaCl, ja para a hibrida, com o0 aumento
das concentracdes de NaCl foi possivel chegar a uma brotagdo em 100 mM em comparagdo ao
controle, mas havendo decréscimo a 150 mM de NaCl. A pitaia vermelha apresentou
comportamento diferente das demais, onde o aumento do NaCl induziu o aumento do nimero
de brotos, podendo chegar a 2 brotos na concentracdo de 150 mM.

Para o comprimento das brotac@es, o resultado seguiu da mesma forma que o nimero
de brotos (Figura 14). Para a espécie da pitaia branca, como ndo houve brota¢des,o comprimento
também foi nulo. Na hibrida, o aumento das concentracfes de NaCl resultaram em aumento do
comprimento das brotacdes em relacdo ao controle, havendo queda aos 150 mM de NaCl. Com
a pitaia vermelha, a concentracéo de 150 mM de NaClalcangou o maior comprimento de brotos,

chegando préximos a 2 cm.

Figura 13 — Numero de brotos de pitaia em funcéo da indugdo do estresse salino in vitro
nas concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM).
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Figura 14 — Comprimento de brotos de pitaia em funcéo da inducdo do estresse salino in vitro
nas concentragdes de NaCl (0, 50, 100 e 150 mM).
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As espécies de pitaia hibrida e vermelha apresentaram adaptacdo ao estresse salino, ja
que a salinidade inibe o crescimento de brotac6es das plantas. O resultado do presente trabalho
difere de Cha-Um et al. (2013) com E. calochlora, onde caracteres morfoldgicos, incluindo a
cor e 0 nimero de brotos de cladddios desse cacto diminuiramem resposta ao NaCl no meio de
cultura, especialmente a 200 mM NaCl. O resultado também foi o inverso do que o apresentado
por Muchate et al. (2019), onde com a micropropagacdo de Spinacia oleracea, que obteve
reducdo no numero de brotos na medida em que concentragdes de NaCl foram sendo
aumentadas, obtendo menor nimerode brotos quando submetido ao tratamento de maior

concentragéo (300 mM).

3.1.6 Diametro do caule
Né&o foi verificada resposta significativa ao uso das concentracdes de NaCl para essa

variavel, ocorrendo apenas efeito isolado da espécie (Figura 15).
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Figura 15 — Diametro das espécies de pitaia.
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Letras minGsculas diferentes indicam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukeya 5%
de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

3.2 Efeito do NaCl nas caracteristicas fisioldgicas

3.2.1 Teor relativo de 4gua
N&o houve interacdo entre a concentracdo de NaCl e as espécies de pitaia, 0 aumento da

concentracéo salina ndo promoveu alteracdes significativas no TRA (Figural6).

Figura 16 — Teor relativo de agua das espécies de pitaia.
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Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa de acordo com o teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2022).

A salinidade no meio de cultura ndo interferiu no teor relativo de agua, o bloqueiodesse
decréscimo no teor de agua sugere a ocorréncia do ajuste osmatico em resposta aoestresse

salino. A afirmacdo também é reforcada por Coelho (2012), onde o mesmo afirma que a ndo
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ocorréncia de um forte decréscimo no TRA é devido ao ajustamento osmotico e a reducgdo da
transpiragéo.

Estudos realizados com E. urophylla indicam que niveis crescentes deconcentracao
salina podem ndo alterar o teor relativo de agua (LOPES e KLAR, 2009), embora esses
resultados tenham sido atribuidos ao curto periodo de exposicao e ao baixonivel de sais testado.
Em cultivo hidropdnico de tomate sob estresse salino, esse fator ndoinfluenciou no teor relativo
de &gua da parte aerea (SHIYAB et al., 2013).

Em experimentos realizados com feijdo caupi, Maia et al. (2012) relataram que o0s
tratamentos salinos ndo afetaram o estado hidrico dos tecidos radiculares de duas cultivares que
foram estudadas por eles, considerando o teor relativo de dgua, apesar de que nos resultados o

estresse reduziu o comprimento das raizes da cultura.

3.2.2 Extravasamento de eletrolitos e integridade da membrana

N&o houve interacdo entre os fatores concentracdo de NaCl e espécies de pitaia, 0s
fatores foram significativos em isolado para o extravasamento de eletrélitos e integridade da
membrana (Figura 17). O extravasamento foi crescente, com aumento da concentragéo de NacCl,
independente da espécie de pitaia, ocorrendo aumento do extravasamento de cerca de 16% na
concentracdo de 50 mM de NaCl em relacdo ao controle, 28% para 100 mM e 37,5% de 150 mM
de NaCl. As condicdes salinas diminuem a estabilidade da membrana, o que leva ao aumento
no extravasamento de eletrélitos. A pitaia vermelha e a hibrida apresentaram 0s maiores
extravasamento de eletrolitos.

Para integridade da membrana, observou-se que foi um fator inversamente proporcional
ao extravasamento de eletrolitos, quanto maior a concentracdo de NaCl menor a integridade da
membrana, como observado na figura 17. A apuracdo de extravasamento de eletrdlitos indica
danos ocasionados nas celulas, tecidos vegetais submetidos ao estresse salino sdo mais
facilmente deteriorados, ocorrendo assim menor integridade das membranas. Houve
decréscimo de 24% na concentracdo de 50 mM de NaCl em relagéo ao controle e 76% para 150
mM. A pitaia branca manteve a maior médiapara integridade da membrana em relacdo a
vermelha, vindo em seguida a hibrida, sugerindo maior sensibilidade ao estresse para essa

ultima espécie.
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Figura 17 — Extravasamento de eletrolitos e a integridade da membrana em funcdo da

concentracdo de NaCl e espécies de pitaia.
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Fonte: Da autora (2022).

Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa de acordo com o teste deTukey a 5% de
probabilidade

De acordo com Langaro et al. (2014), o extravasamento de eletrdlitos é a ultima etapa
observada do estresse oxidativo, sugerindo a existéncia de ruptura da membrana celular, de
modo que, quanto maior for a acumulacdo de ions nos vacuolos maior sera o extravasamento
celular. Esse estresse oxidativo causa danosna membrana em
consequéncia da peroxidacdo lipidica provocada pelo excesso de especies reativas de
oxigénio (EROs) (MELO et al., 2014).

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram com Pereira (2020), onde utilizando
diferentes niveis de salinidade em laminas para irrigacdo de Opuntia stricta (Haworth), obteve-

se que 0 aumento da salinidade proporcionou o aumento do extravasamento de eletrolitos (EE
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%). Ja para Vitis vinifera, o extravasamento de eletrélitos apresentou-se 42% maior sob estresse
salino (LIU et al., 2011). Comportamento similar foi relatado porDarvishani et al. (2020), onde
observaram que a adi¢do de NaCl ao meio de cultura aumentou o extravasamento de eletrolitos
e atingiu valores maximos quando utilizada a concentracdo de 150 mM de NaCl para o cultivo
de calos de Viola odorata.

Os resultados também estdo de acordo com Silva et al. (2010), que afirmam que a
exposicdo direta aos sais da solucdo pode comprometer a integridade da membrana,

promovendo assim, reducdo da atividade metabdlica das células.

3.2.2 Teor de clorofila a, b, total e carotenoides

N&o houve interacdo entre os fatores concentracdo de NaCl e espécies de pitaia, sendo
assim, os fatores foram analisados isoladamente. Para clorofila b, clorofila total e carotenoides,
as concentracdes de NaCl ndo foram significativas (Figura 18B, C, D).

Houve reducao do teor de clorofila a (Figura 18A) com o aumento da concentracdo de
NaCl no meio de cultivo, a queda foi 6,25 % na concentracdo de 50 mMem comparagdo ao
controle e queda de 25% em 150 mM. Para Clorofila a, b, total e carotenoides, a pitaia vermelha

apresentou os maiores teores, em seguida da branca e porfim a hibrida.
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Figura 18 — Clorofilaa (A), clorofilab (B), clorofila total (C) e carotenoides (D) de plantas de

pitaias sob diferentes concentracdes de NaCl durante o cultivo in vitro.
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Fonte: Da autora (2022).
Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa de acordo com o teste deTukey a 5% de
probabilidade.

Os resultados observados para valores de clorofila a corroboram com os obtidospor
Cavalcante et al. (2013), onde plantas que foram expostas a salinidade reduziram ocontetido
de clorofila em razdo do aumento da enzima clorofilase, a qual degrada asmoléculas destes
pigmentos. Cha-Um et al. (2013) verificaram na micropropagacao de E.calochlora, submetida
a concentracdes de NaCl, também observaram diminuicédo do teorde clorofila a na concentragéo
de 50 mM. Reducgdes mais expressivas no teor de clorofilapodem se constituir em mecanismo
de defesa, por reduzir a captacdo de energia luminosae, consequentemente, diminuir o fluxo
de elétrons para a cadeia de transferéncia deelétrons, reduzindo a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (BROSCHE et al., 2010).J4 a concentracdo de NaCl n&o influenciou o teor
de clorofila b, indicando que a salinidade ndo induziu a sua sintese ou degradacdo na quantidade
em que foram aplicadas.Em outras espécies de cactaceas, como Opuntia ficus-indica, a clorofila
em cladddios ndofoi afetada pelo aumento da salinidade (SALAZAR e VELIZ, 2008). O
mesmo foiobservado por Mendonga et al. (2010), onde verificaram que mudas de E.
camaldulensis, E tereticornis e E. robusta, sob estresse salino, ndo apresentam reducdo no

rendimento quéantico do fotossistema Il (Fv/Fm) nem do teor de clorofilas.
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Os carotenoides sdo pigmentos acessorios que além de estarem associados as moléculas
de clorofila e contribuem para a promoc¢édo da coloracdo dos tecidos vegetais, desempenham
papel essencial na fotoprotecéo, evitando danos ocasionados pelo excessode radiacéo solar, que
promove excitacdo das moléculas de clorofila (TAIZ et al., 2017).No presente trabalho, a
indugédo ao estresso salino ndo influenciou no teor de carotenoides, assim como plantas de
Lathyrus sativus que ndo apresentaram nenhum efeito na producéode clorofila e carotenoides

com o incremento da salinidade no meio in vitro (PIWOWARCZYK et al., 2016).
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4 CONCLUSOES

A utilizacdo de concentracOes crescentes de NaCl in vitro influenciaram asvariaveis
morfomeétricas, como altura da planta, nUmero de raizes, comprimento da maiorraiz, nimero e
comprimento de brotos, massa seca e fresca da planta. J& as variaveis fisiologicas influenciadas
foram o extravasamento de eletrdlitos, integridade da membrana e teor de clorofila a. A pitaia
branca apresentou maiores quedas em seus parametros, ja pitaia vermelha apresentou um certo
grau de tolerancia ao estresse salino.

Considera-se que as caracteristicas morfométricas, o acimulo de matéria seca e as
caracteristicas fisiologicas permitiram identificar os efeitos da salinidade, concluindo que as
espécies avaliadas nesse estudo sao moderadamente tolerantes. Além disso, a pitaiaé considerada
adaptada ao estresse salino, visto que nao houve alteracdo na cor dos explantes e morte destes.
No entanto, novos estudos sdo necessarios para melhor entendimento do comportamento dessa

cultura.
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