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Resumo

ZUGE, Patricia Graosque Ulguim. Producdo de Mudas de Pitaya Através da
Micropropagacao. 69f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pés-
Graduacdo em Agronomia, Area Fruticultura de Clima Temperado, Faculdade Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Capéo do Leédo, 2019.

Objetivou-se com este estudo, desenvolver protocolos de producdo de mudas de
pitaya por meio da micropropagacdo. Primeiramente foram realizados cinco
experimentos, o objetivo foi gerar um protocolo de producdo de mudas de Hylocereus
undatus e Hylocereus polyrhizus, com as etapas de estabelecimento, multiplicacéo,
enraizamento e aclimatizacdo. No segundo trabalho, objetivou-se avaliar as por¢cdes
do cladédio e 6-benzilaminopurina na multiplicacdo de Hylocereus undatus. Os
trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Propagacédo de Plantas Frutiferas
da Universidade Federal de Pelotas. Cladddios foram segmentados e enraizados em
floreiras, as brotacdes foram utilizados para o estabelecimento. O meio de cultura em
todas as etapas foi o MS (Murashige & Skoog) e o pH ajustado em 5,8. No
estabelecimento, o experimento foi em esquema fatorial 2x5 (dois gendétipos e doses
de 6-benzilaminopurina (0, 1, 2, 3 e 4mg L)), com uma aréola por explante. Apés 90
dias, foram avaliados o numero de brotacbes e a porcentagem de explantes
regenerados. Na multiplicagcdo foram dois experimentos; o primeiro conduzido em
esquema fatorial 2x5(gendtipos e doses de Zeatina (0, 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8mg L) e
apos 60 dias foram avaliados: numero e comprimento de brotacfes, taxa de
multiplicacdo, numero e comprimento de raizes e massa de matéria seca total. No
segundo estudo, foi esquema fatorial 2x4 (dois gendtipos e doses de 6-
benzilaminopurina (0, 0,3, 0,6 e 0,9mg L?)), apés 60 dias foram avaliados: nimero de
brotacdes e taxa de multiplicacdo. Na etapa de enraizamento foram testadas doses
de &cido indolbutirico (0, 0,2, 0,4 e 0,6mg L) em Hylocereus undatus, ap6s 60 dias
foram avaliados: niumero e comprimento de raizes e nimero e comprimento de
brotacBes. Para aclimatizacéo, foram testados, dois genétipos e 0s substratos casca
de arroz carbonizada, vermiculita, fibora de coco e turfa® fértil. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo com temperatura controlada, 25°C + 2°C. Ap6s 60
dias foram avaliadas o comprimento de parte aérea, nimero de aréolas, nimero de
raizes primarias e secundarias, comprimento de raiz e massa de matéria seca de raiz
e parte aérea. Em outro experimento, foi testada a influéncia das por¢des do cladédio
(apical, mediana e basal) e doses de 6-benzilaminopurina (0, 1, 2, 3 e 4mg L) na
multiplicacdo de Hylocereus undatus. No estabelecimento a dose de 2mg L de 6-
benzilminopurina para Hylocereus polyrhizus e 4mg L? para Hylocereus undatus
promovem a inducéo de brotacBes e numero de brotos. Ndo é necessario o uso de
acido indolbutirico no enraizamento de Hylocereus undatus. A Zeatina apresentou
efeito negativo na multiplicagéo, com 6-benzilminopurina o maior nimero de brotos e
taxa de multiplicacéo ocorreu entre as doses 0,6 e 0,9mg L. Para a aclimatizacédo a
casca de arroz carbonizada e vermiculita favoreceram o desenvolvimento das raizes
dos dois gendtipos. As porcbes mediana e basal apresentam maior niumero de
brotacdes e a dose 2mg L*de 6-benzilminopurina sdo indicadas para multiplicacéo de
Hylocereus undatus.

Palavras-Chave: Hylocereus undatus; Hylocereus polyrhizus; cultivo in vitro;
reguladores de crescimento; substratos.



Abstract

ZUGE, Patricia Graosque Ulguim. Production of Pitaya seedlings through
micropropagation. 69f. Dissertation (Master of Science) — Post-Graduate Program in
Agronomy, Fruticulture Area of Temperate Climate, Faculty Eliseu Maciel, Federal
University of Pelotas, Capao do Leé&o, 2019.

The objective of this study was to develop protocols for the production of pitaya
seedlings through micropropagation. First, five experiments were carried out. The
objective was to generate a protocol for seedling production of Hylocereus undatus
and Hylocereus polyrhizus, with the establishment, multiplication, rooting and
acclimatization stages. In the second work, we aimed to evaluate the cladode and 6-
benzylaminopurine portions in Hylocereus undatus multiplication. The works were
developed in the Laboratory of Propagation of Fruit Plants of the Federal University of
Pelotas. Cladodes were segmented and rooted in flowerbeds, the shoots were used
for the establishment. The culture medium at all stages was MS (Murashige & Skoog)
and pH adjusted to 5.8. At the establishment, the experiment was in a 2x5 factorial
scheme (two genotypes and doses of 6-benzylaminopurine (0, 1, 2, 3 and 4mg L)),
with one areola per explant. After 90 days, the number of shoots and the percentage
of regenerated explants were evaluated. In the multiplication were two experiments;
the first one was conducted in a 2x5 factorial scheme (genotypes and doses of Zeatin
(0, 0.2, 0.4, 0.6 and 0.8mg L) and after 60 days were evaluated: number and length
of shoots, multiplication rate, number and length of roots and mass of total dry matter.
In the second study, a 2x4 factorial scheme (two genotypes and doses of 6-
benzylaminopurine (0, 0.3, 0.6 and 0.9mg L), after 60 days were evaluated: number
of shoots and multiplication rate. In the rooting stage, doses of indolebutyric acid (0,
0.2, 0.4 and 0.6mg L) were tested in Hylocereus undatus, after 60 days were
evaluated: number and length of roots and number and length of shoots. For
acclimatization, two genotypes and the substrates were bark of charred rice,
vermiculite, coconut fiber and peat ® Fertil. The experiment was conducted in a
greenhouse with controlled temperature, 25 °C + 2 °C. After 60 days, shoot length,
number of areolas, number of primary and secondary roots, root length and dry mass
of root and shoot were evaluated. In another experiment, the influence of the cladode
portions (apical, median and basal) and doses of 6-benzylaminopurine (0, 1, 2, 3 and
4mg L) on the multiplication of Hylocereus undatus were tested. In the establishment
the dose of 2mg L of 6-benzylminopurine to Hylocereus polyrhizus and 4mg L to
Hylocereus undatus promoted the induction of shoots and number of shoots. It is not
necessary to use indolebutyric acid in the rooting of Hylocereus undatus. Zeatin
presented a negative effect on multiplication, with 6-benzylminopurine the highest
number of shoots and multiplication rate occurred between doses 0.6 and 0.9mg L.
For the acclimatization the bark of charred rice and vermiculite favored the
development of the roots of the two genotypes. The median and basal portions present
a higher number of shoots and the dose 2mg L™ of 6-benzylminopurine are indicated
for multiplication of Hylocereus undatus.

Keywords: Hylocereus undatus; Hylocereus polyrhizus; in vitro culture; growth
regulators; substrates.
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1 Introducgéo

A fruticultura € um setor em expansao que contribui na geracdo de emprego e
renda, colocando o Brasil em destaque no mercado mundial de producéo de frutas.
Segundo a Associacao Brasileira de Produtores Exportadores de Frutas e Derivados
(ABRAFRUTAS, 2018), mesmo com o0 aumento do consumo, o Brasil ndo atinge o nivel
de 4009 per capita de frutas e vegetais (WHO, 2003), recomendado pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS), sendo um desafio para 0s prOXimos anos.

Dentre as frutiferas que tem conquistado os consumidores e a industria de
alimentos estd a pitaya, cactdcea endémica das Américas, sendo EUA, México e
Ameérica do Sul os centros de diversidade da espécie (BARTHLOTT; HUNT, 1993). No
cerrado brasileiro ocorre grande diversidade entre os acessos de pitayas nativas
(JUNQUEIRA et al., 2010).

Esta planta possui frutos atraentes em forma, cor e sabor, além das propriedades
funcionais (LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006). Nos frutos da pitaya ja foram
identificados diferentes compostos como betalainas, flavonoides, acidos fendlicos,
triterpenos, esterdis e acidos graxos (IBRAHIM et al., 2018). Independentemente da cor
da polpa (branca ou vermelha), a pitaya é fonte de potassio (VIZZOTTO et al., 2016).

Alguns estudos realizados comprovam que frutos do género Hylocereus
apresentam varias bioatividades como antioxidante, inibicdo do crescimento de células
cancerigenas (WU et al., 2006), antimicrobiano (TENORE; NOVELINO; BASILE, 2012)
e também foi comprovado em estudos com ratos diabéticos que extratos de flores e
cladddios auxiliam na cicatrizagdo de feridas (PEREZ; VARGAS; ORTIZ, 2005).

A cultura da pitaya também possui potencial para ser utilizada como planta
ornamental devido a beleza das suas flores e frutos (JUNQUEIRA et al., 2007). A pitaya-
do-serrado ou saborosa era utilizada em paisagismo de cercas e muros de fazendas
mais antigas de Minas Gerais e Goias (JUNQUEIRA et al., 2002).

Com o aumento das areas de cultivo, principalmente em pequenas propriedades
rurais, ocorre o aumento na demanda por mudas de qualidade.

O principal método de propagacao de pitaya € a estaquia. No entanto, a enxertia
também tem sido utilizada (SILVA, 2014), além do uso de sementes, que constitui uma
importante ferramenta para o melhoramento genético.

Outra opgéo para a obtencdo de mudas € a propagacdo in vitro de pitaya
(DREW; AZIMI, 2002; HUA et al., 2014; MOHAMED-YASSEN, 2002; VINAS et al.,
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2012), podendo ser uma técnica utilizada para producdo de mudas isentas de
patdgenos. Além disso, a micropropagacdo possibilita a rdpida multiplicacéo clonal e
em periodos de tempo e espaco fisico reduzidos, principalmente devido ao controle do
meio e condicdbes ambientais (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; QUISEN;
ANGELO, 2008).

Apesar da demanda por mao de obra qualificada, laboratorio e equipamentos, a
micropropagacao oferece melhor relacdo custo-beneficio, uma vez que permite a
producdo em escala comercial, material uniforme e selecionado (CID; TEIXEIRA,
2014).

Atraveés do cultivo in vitro é possivel a conservacdo de germoplasma de espécies
de interesse agrondmico, medicinais ou espécies que a multiplicacdo é realizada
exclusivamente por propagacdo vegetativa (MARTINS et al., 2011; SOUZA et al.,
2009). O cultivo in vitro de plantas também pode servir para pesquisas em diferentes
areas da biologia, como genética, fitopatologia e principalmente fisiologia vegetal (CID;
TEIXEIRA, 2014).

A geracdao de protocolos para a micropropagacéao é primordial, uma vez que cada
espécie responde de uma maneira as condi¢cbes de estabelecimento, multiplicacao,
enraizamento e de aclimatizacao (HUA et al., 2014). Além disso, no caso da pitaya, as
informacdes sobre essa técnica sdo escassas, 0 que evidencia a importancia de
trabalhos sobre esse tema.

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho desenvolver um protocolo de

producdo de mudas de pitaya por meio da micropropagacao.
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2 Revisdo de Literatura

2.1 Origem, Principais Caracteristicas e Importancia Econémica da Cultura da
Pitaya

A familia Cactaceae compreende cerca de 200 géneros e mais de 1500
espécies, geralmente encontradas nas regides semiaridas da América Latina. Ha
relatos de que as espécies dessa familia tiveram origem na América do Norte, Central
e do Sul (LE BELLEC et al., 2006).

Segundo Cavalcante, Teles e Machado (2013), do Canada até a Argentina
ocorre elevada riqueza e abundancia de cactos, sendo que poucas espécies ocorrem
de forma natural em outros continentes. O México € considerado o centro de disperséao
de cactos colunares, onde aproximadamente 70 espécies sao cultivadas em todo
territério e algumas utilizadas como alimento pelas populacdes indigenas desde as
primeiras fases da ocupac¢do humana (CRUZ; CASAS, 2002).

No Brasil, o semiarido é considerado um centro de riqueza de cactos, pois abriga
cerca de 100 espécies nativas, das quais cerca de 80 sdo endémicas (CAVALCANTE
et al., 2013).

No género Hylocereus sdo conhecidas 19 espécies (BAUER, 2003), dentre as
quais esta a pitaya (LEGARIA et al., 2005; NERD et al., 2002). As espécies de pitaya
mais conhecidas sdo a pitaya de casca amarela e polpa branca, também chamada de
colombiana (Hylocereus megalanthus K. Schum. Ex Vaupel Moran), a de casca
vermelha ou résea e polpa branca (Hylocereus undatus Haworth Britton & Rose ex
Britton) e a de casca vermelha e polpa vermelha (Hylocereus polyrhizus F.A.C. Weber
ex. K. Schumann Britton & Rose).

A pitaya é uma frutifera tropical, perene de habito escandente (CAVALCANTE;
TELES; MACHADO, 2013) que ocorre naturalmente em diversas condigdes
geograficas e ambientais (BARTHLOTT; HUNT, 1993), além disso possui ampla gama
de morfologia nos frutos e cladddios (TEL-ZUR et al., 2011).

Possui raizes aéreas na base mais plana dos cladédios (GARCIA-RUBIO et al.,
2015; JUNQUEIRA et al., 2002), que auxiliam na absorcéo de agua e nutrientes, além
de servir para fixagdo da planta no tutor (Figura 1).
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Figura 1- Raizes aéreas de pitaya fixadas no tutor. Foto: Patricia Graosque.

A planta possui uma alta capacidade de adaptacdo a condicbes ambientais
distintas pela sua grande distribuicdo geografica, sendo encontrada em regides quentes
e Umidas e regibes mais frias (SILVA, 2014). Essa capacidade ocorre devido o
metabolismo CAM (metabolismo &cido das crassulaceas) e habito escandente ou
trepador com raizes aéreas, que permite a planta crescer em arvores, arbustos e rochas
(PAULA; RIBEIRO, 2004). Assim, pode ser mais eficiente no uso de dgua que outras
frutiferas (MIZRAHI, 2015), o que permite o cultivo em solos inaptos para outras
culturas (JUNQUEIRA et al., 2002).

O caule (Figura 2) é classificado morfologicamente como cladddio (segmentos
de caules), é suculento e possui aréolas (gemas) com espinhos de 2 a 4mm de
comprimento (CANTO, 1993). O numero de costelas por cladddio pode variar de trés a
cinco (SILVA, 2014), podendo apresentar pequenas variacdes entre individuos da
mesma espécie (CAVALCANTE; TELES; MACHADO, 2013).

Entre os gendtipos de pitaya cultivados, ocorrem diferengas entre o numero de
costelas, margens das costelas e distancia entre as aréolas, como pode ser observado
nas figuras 2A e 2B.
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Figura 2- A: Cladodio de Hylocereus polyrhizus; B: Cladddio de Hylocereus undatus.
Foto: Patricia Graosque

As flores nascem nas axilas dos espinhos (Figura 3A) e abrem principalmente
a noite (Figura 3B), sdo hermafroditas, crescem diretamente dos cladédios e podem ter
coloracdo branca ou rosa, dependendo da espécie (BECERRA, 1983; CRANE;
BALERDI, 2005; LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006).

O florescimento é assincrono, ou seja, ocorre na planta ao mesmo tempo, botdes
em estadio inicial, botdes em desenvolvimento, frutos verdes e frutos maduros
(MARQUES et al., 2011; SILVA, 2014).

Considerada planta de dias longos, o fotoperiodo possui influéncia direta na
formacao de gemas floriferas (JIANG et al., 2012). O florescimento é estimulado por
altas temperaturas e precipitagcdo e a antese ocorre durante a noite, ocorrendo a
abertura floral uma Unica vez (MARQUES et al., 2011; SILVA; MARTINS; CAVALLARI,
2011).

Figura 3- A: Bot6es florais. B: Flor de pitaya.

Foto A: André Ferrari e B: Patricia Graosque
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A polinizacdo da pitaya ocorre principalmente por abelhas (Apis melifera L.) e
morcegos (MARQUES et al., 2012b; VALIENTE-BANUET et al.,, 2007), porém a
polinizacdo manual € a que proporciona maior pegamento dos frutos (WEISS; NERD;
MIZRAHI, 1994).

O fruto é do tipo baga, globoso ou subgloboso, com diametro varidvel, coberto
com bracteas (escamas) ou espinhos. A coloracdo da polpa e da casca vai depender
da espécie, como pode ser observado nas figuras 4A e 4B (CANTO 1993; LORENZI et
al., 2006). As sementes medem aproximadamente trés milimetros de diametro e
encontram-se distribuidas em toda a polpa, também podem variar de tamanho devido
a espécie (ANDRADE et al., 2008; CRANE; BALERDI, 2005; LE BELLEC et al., 2006;
SILVA, 2014).

De acordo com a espécie, os frutos podem apresentar caracteristicas fisicas e
qguimicas diversificadas quanto ao formato, cor da casca e da polpa, presenca de
espinhos ou escamas na casca, teores de sélidos soluveis e pH, devido a alta
diversidade genética desta frutifera (LIMA et al., 2013).

Nos frutos concentram-se alto teor de agua, minerais (potassio, sédio, calcio,
ferro, fosforo) acucares (glicose e frutose) e antioxidantes, sendo considerados
altamente nutritivos e de baixo valor calérico, independentemente da cor da polpa
(MOLINA et al., 2009; VIZZOTTO et al., 2016). Os compostos bioativos, com excec¢ao
dos carotenoides, se concentram na polpa; consequentemente, a maior atividade
antioxidante também (VIZZOTTO et al., 2016).

Figura 4- A: Fruto de Hylocereus polyrhizus, B: Fruto de Hylocereus undatus.

Foto: A: Juliana Padilha e B: Jacqueline Barcelos.
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Chamada de “Fruta dragdo” em paises do Oriente (MIZRAHI; NERD, 1996) por
possuir escamas na casca, a pitaya tem ganhado destaque no setor da fruticultura
brasileira.

No Brasil, o Estado de S&o Paulo foi pioneiro no cultivo em escala comercial de H.
undatus na década de 90 (NUNES et al., 2014). A partir dos anos 2000 outras espécies
do mesmo género foram introduzidas.

Segundo dados preliminares do censo agropecuario de 2017 do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), grande parte da producéo brasileira de pitaya é
cultivada nas regides Sudeste e Sul. Sdo Paulo com 33,66% da producao nacional em
526 estabelecimentos e Santa Catarina com 21,39% e 275 estabelecimentos, séo os
principais produtores.

No Rio Grande do Sul tem aproximadamente 650 estabelecimentos agropecuarios
com cultivo de pitaya, porém o estado é responsavel por apenas por 5,80% da producéo
nacional da fruta (IBGE, 2018).

As regides Sudeste e Sul do Brasil sdo as principais produtoras do pais, onde a
cultura da pitaya se aclimatou muito bem, com producdo de frutos nos meses de
dezembro a maio (BASTOS et al., 2006). A produtividade média de pitaya no pais pode
oscilar entre 10 e 30t ha, dependendo do manejo realizado (LAREDO, 2016).

2.2 Métodos de Propagacéo de Pitaya

A multiplicacdo de plantas é realizada por métodos de propagacao sexuada ou
assexuada (vegetativa) e visa a perpetuacdo de espécies, 0 aumento no niumero de
individuos e a garantia da manutencdo das caracteristicas agronémicas desejaveis
(FACHINELLO et al., 2005). Um bom método de propagacao deve ser de baixo custo
e facil execucdo, além de proporcionar um elevado percentual de mudas obtidas
(SOUZA; ARAUJO, 1999).

Do ponto de vista agrondmico a propagacao assexuada € mais importante que
a realizada por semente, por proporcionar a precocidade e uniformidade fenotipica dos
pomares, sendo 0 mais recomendado para a multiplicacdo comercial de espécies
frutiferas (FACHINELLO et al., 2005).

Embora a propagacao de pitaya por sementes possa levar a um tempo maior do

plantio até a frutificacdo (MARQUES, 2010), além de apresentar desuniformidade entre
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as mudas, esse tipo de propagacdo é importante para obtencédo de variabilidade em
programas de melhoramento da espécie (ELOBEIDY, 2006).

Além da propagacao sexuada, a micropropagacao é um método de propagacao
vegetativa realizada sob condicbes assépticas com a utilizacdo de fragmentos de
plantas denominados explantes (LEMA-RUMINSKA; KALUS, 2014).

Na micropropagacao a regeneragao in vitro pode ocorrer por duas vias, a
organogénese e embriogénese somatica. Durante a morfogénese in vitro os brotos e
embribes podem ser formados diretamente do explante ou através da fase intermediaria
de calo (GEORGE et al., 2008; SRISKANDARAJAH et al., 2006).

A organogénese é gerada por intermédio da diferenciacdo de 6rgdos e brotos
diretamente do explante (organogénese direta) ou passando por uma fase intermediaria
de formacdo de calos antes de regenerar uma nova planta (organogénese indireta),
sendo esta segunda, uma das vias morfolégicas mais utilizadas na micropropagacéo
(CARVALHO et al., 2006; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A técnica de cultura de células e tecidos vegetais € de grande aplicacdo para o
desenvolvimento de pesquisas em diversas areas do conhecimento, como por exemplo
a producdo de mudas, manipulacdo de material vegetal, para melhoramento genético
de plantas, producdo de metabdlitos bioativos (CID; TEIXEIRA, 2014; TROMPE, 2007).
No entanto, as respostas dos vegetais a cultura de tecidos é altamente dependente do
genadtipo e por este motivo ndo é possivel estabelecer um protocolo de regeneracéo
gue se apligue as plantas de forma geral (ESTRADA-LUNA et al., 2008). Para obter
sucesso na producdo de mudas micropropagadas é necessario dominar todas as
etapas do processo, como estabelecimento, multiplicagdo, enraizamento e
aclimatizacao (FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005; PASA et al., 2012;
QUISEN; ANGELO, 2008). Cada etapa apresenta diferentes objetivos e exigéncias em
relacdo a composicdo do meio de cultura, concentracdo e tipo de regulador de
crescimento (QUISEN; ANGELO, 2008).

Na micropropagacdo o meio de cultura é essencial, pois fornece os nutrientes
necessarios para o crescimento e desenvolvimento dos tecidos vegetais cultivados in
vitro. As exigéncias variam de acordo com a espécie, por isso existem varias
formulacdes (SILVA; FERREIRA, 2016), dentre elas o meio MS (MURASHIGE;

SKOOG, 1962) é o mais utilizado para cultivo in vitro, inclusive em cactaceas.
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2.3 Reguladores de Crescimento

Os reguladores de crescimento sdao moléculas sintéticas que tem efeito
parecido com os hormdnios vegetais. Kielse et al. (2009) citam que além da escolha do
explante mais adequado, € necesséario o uso de fitorreguladores ou reguladores de
crescimento para estimular a formacao de parte aérea e raizes.

As auxinas, giberelinas e citocininas (naturais ou sintéticas) sdo os grupos de
reguladores de crescimento mais utilizados na cultura de tecidos (CID; TEIXEIRA,
2014; QUISEN; ANGELO, 2008), isolados ou em combinacdes, para estimular o
crescimento rapido de células e posterior desenvolvimento organizado de raizes e parte
aérea (DINIZ et al., 2006).

O &cido indol-3-acético (AlA), &acido indol-butirico (AIB) e o acido
naftalenoacético (ANA) sdo as principais auxinas utilizadas no cultivo in vitro. O 4cido
indolbutirico (AIB) € uma auxina que ao ser aplicada exdgenamente induz as raizes
adventicias, podendo formar calo antes de aparecer as raizes (LEMOS, 2014). A
inducao de calos ou enraizamento vai depender da concentracdo utilizada e do tipo de
composto (CID; TEIXEIRA, 2014).

As citocininas sao de um grupo de substancias que promovem a diviséo celular
(TAIZ et al., 2017), sendo usadas na cultura de tecidos para promover a inducao de
brotos adventicios a partir de calos ou para induzir multibrotacdo a partir de gemas
axilares ou apicais (CID et al., 1994), e também atuam na quebra da dominancia apical
(QUISEN; ANGELO, 2008).

A Zeatina é uma citocinina natural (CID; TEIXEIRA, 2014) utilizada para inducao
de brotacdes, enquanto a 6-benzilminopurina (BAP) é sintética e utilizada em diferentes
espécies na cultura de tecidos (SOARES et al., 2011). Além dessas, o Tidiazuron (TDZ)
€ um regulador de crescimento que também pode agir como citocinina e induzir a
formacéao de brotacdes (CID; TEIXEIRA, 2014).
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3 Capitulo 1- Protocolo para micropropagacao de Hylocereus sp.

3.1 Introducéao

Chamada de “Fruta dragdo” em paises do Oriente (MIZRAHI; NERD, 1996) por
possuir escamas na casca, a pitaya tem conquistado destaque no setor da fruticultura
brasileira, sendo produzida de Norte a Sul. E altamente nutritiva, com alto teor de agua,
minerais e acucares, além de ser rica em compostos antioxidantes e de baixo valor
cal6rico (MOLINA; CRUZ; QUINTO, 2009; VIZZOTTO et al., 2016).

No Brasil as areas de producdo encontram-se em expansao; porém, para o
sucesso no cultivo é fundamental a producdo de mudas de boa qualidade genética,
fisiol6gica e sanitaria.

Dentre os métodos utilizados para a obtencdo de mudas, a micropropagacao
possibilita a rapida multiplicacdo clonal e em periodos de tempo e espaco fisico
reduzidos, principalmente devido ao controle do meio e condicBes ambientais
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; QUISEN; ANGELO, 2008). Esta ferramenta
biotecnoldgica vem sendo aplicada para a conservacdo de diferentes espécies de
cactaceas nativas e adaptadas ao Semiarido brasileiro (SILVA; FERREIRA, 2016).

Nas cactaceas a micropropagacédo € realizada por inducdo da embriogénese
somatica, brotacfes adventicias ou pela ativacdo de gemas axilares (aréolas) (LEMA-
RUMINSKA; KULUS, 2014; SILVA; FERREIRA, 2016). Assim, para a producdo de
mudas de pitaya por micropropagacdo a geracao de protocolos faz-se necessario,
tendo em vista que cada espécie responde de maneira diferente as condicbes de
multiplicacdo, enraizamento e de aclimatizacdo (ESTRADA-LUNA et al., 2008; HUA et
al., 2014).

Para a producdo de mudas micropropagadas € necessario dominar todas as
etapas, como estabelecimento, multiplicacdo, enraizamento e aclimatizacéo
(FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005; PASA et al.,, 2012; QUISEN;
ANGELO, 2008).

No estabelecimento do material in vitro, a condicdo da planta matriz, escolha
do explante, nivel de contaminacéo, juvenilidade do tecido e estacdo do ano, podem
influenciar no sucesso desta etapa (CID; TEIXEIRA, 2014).

Por ser uma cactacea, a pitaya possui os meristemas localizados nas aréolas

e podem ser sensiveis a acao desinfetante e devido a presenca de espinhos, pode
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ocorrer a formacao de bolhas de ar, impedindo o contato com o agente desinfetante
(LEMA-RUMINSKA; KULUS, 2014; SKIRVIN et al., 1999).

Na multiplicacdo do material o principal objetivo é a formacéo de novas brotacdes
(proliferacéo dos explantes), mantendo a estabilidade genética, e isso vai depender da
dose de citocinina utilizada ou do balango auxina-citocinina (DUTRA; WENDLING;
BRANDANI, 2009).

A etapa de enraizamento € considerada fundamental para a maioria das espécies,
pois as raizes sdo importantes para absorcdo de agua e nutrientes. A auxina é o
principal regulador do crescimento e desenvolvimento radicular (SAINI et al., 2013), e
o bom desenvolvimento das raizes é fundamental para o alcance de elevadas taxas de
sobrevivéncia na aclimatizacdo das mudas (COSTA, 2008).

A transferéncia das plantas micropropagadas para se adaptarem a um nhovo
ambiente é uma das etapas mas criticas da producdo de mudas. Os cactos possuem
vantagem em relac&o as demais plantas, principalmente devido ao caule suculento que
minimiza o estresse durante a aclimatizacdo (MALDA et al., 1999). Segundo Moreira et
al. (2006), a escolha de um substrato adequado pode reduzir a mortalidade das mudas
micropropagadas durante a aclimatizagao.

Objetivou-se neste trabalho gerar um protocolo de producdo de mudas de H.
undatus e H. polyrhizus por micropropagacao, incluindo as etapas de estabelecimento,

multiplicacéo, enraizamento e aclimatizacao.

3.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no periodo de margo de 2017 a janeiro de
2019, em estufa agricola e no Laboratério de Propagacdo de Plantas Frutiferas
pertencentes ao departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
(FAEM), Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Capao do Leéo, Rio Grande do Sul,
Brasil.

O material vegetal utilizado foi oriundo de plantas de Hylocereus undatus e
Hylocereus polyrhizus provenientes da Universidade Estadual de Londrina (UEL) com
sete anos de idade. Apos retirada da porcdo apical e basal, os cladodios foram

segmentados, deixando-se seis gemas (aréolas), sendo duas em cada costela.
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As estacas foram cultivadas em floreiras de polietileno de dimensdes de 35cm de
altura x 27cm de largura x 72cm de comprimento e volume de 82,8L, com o fundo
coberto com uma camada de 5cm de brita média para drenagem e areia de
granulometria média e (Figura 1A), em casa de vegetacao.

Apdés a emissdo de novos brotacdes (cladddios) que foram utilizados no
estabelecimento in vitro da cultura (Figura 1B).

b o

Figura 1- A: Estacas de pitaya (Hylocereus sp.) cultivadas em floreira com areia. B: Brotacdes emitidas
utilizadas para estabelecimento in vitro.
Foto: Patricia Graosque.

A irrigacdo foi realizada de forma manual, sempre que necessario. Trés
semanas antes da coleta do material, foram realizadas aplicagbes semanais de
fungicida e bactericida, sendo 3ml L' de casugamicina (ingrediente ativo Casugamicina
20g LY e 0,7g L de tiofanato-metilico (ingrediente ativo Tiofanato-metilico 700g L?)

para prevenir possiveis contaminagoes.

3.2.1 Estabelecimento in vitro de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus

O experimento foi conduzido no periodo de dezembro de 2017 a mar¢o de 2018,
no Laboratorio de Propagacéo de Plantas Frutiferas. Foram utilizados como explantes,
brotacBes (cladodios) de plantas matrizes com sete meses de idade cultivadas em
estufa agricola.

Com o auxilio de uma tesoura de poda, os cladédios foram retirados e levados
para o laboratério para realizacao da desinfestacdo. Sob agitacéo, os cladddios foram

imersos no alcool 70% durante um minuto; posteriormente em hipoclorito de sodio



29

(2,5% de cloro ativo) acrescido de duas gotas de Tween 20® durante 15 minutos e, para
finalizar, foram realizadas trés lavagens com agua esterilizada em capela de fluxo
laminar.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, conduzido em
esquema fatorial 2x5 (dois genotipos (H. undatus e H. polyrhizus) e cinco doses de 6-
benzilaminopurina (0, 1, 2, 3 e 4mg L1). Foram 10 tratamentos com quatro repeticdes
de 25 tubos (com um explante por tubo), totalizando 100 amostras por tratamento.

Os cladddios foram excisados em forma de cunha (Figura 2) com
aproximadamente 1cm, deixando-se uma aréola (gema) por explante. Os explantes
foram inoculadas em tubos contendo 7mL de meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com sacarose (30g L), mio-inositol (100mg L), agar
(7g L) e as doses de BAP (0, 1, 2, 3 e 4mg L™?), o pH foi ajustado em 5,8.

Figura 2- Tubo com explante em forma de cunha para estabelecimento in vitro.
Foto: Patricia Graosque

Antes da inoculacdo dos explantes os tubos com o meio de cultura foram
vedados com folha de aluminio e autoclavados a 120°C de temperatura e 1,5atm de
presséo por 20 minutos.

Os tubos inoculados foram colocados em uma caixa de papeldo e mantidos no
escuro em temperatura de 25 + 2°C por sete dias, posteriormente foram transferidos
para sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz
e 8 horas de escuro e 48 pmol m2 s de fluxo de fétons.

Apbés 90 dias de cultivo foram avaliadas a porcentagem de explantes
regenerados e o numero de brotacdes (cladddios) por explante.
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3.2.2 Multiplicacao in vitro de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus

Apés o periodo de 90 dias de estabelecimento, os brotos emitidos foram
utilizados em dois experimentos de multiplicacao.

Em ambos experimentos foi utilizado o meio de cultura MS, suplementado com
30g L* sacarose, 100mg L* mio-inositol, 7g L™* &gar e as diferentes doses de Zeatina
ou BAP, o pH foi ajustado em 5,8. Porém, em um experimento foi usado o meio de
cultura com Zeatina e no outro utilizado, com 6-benzilaminopurina (BAP).

Foram colocados 30mL de meio MS por frasco de vidro com capacidade para
200mL, que apds serem vedados com folha de aluminio, foram autoclavados a 120°C

de temperatura e 1,5atm de presséo por 20 minutos.

Experimento 1: Multiplicacdo com Zeatina

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, conduzido em
esquema fatorial 2x5, sendo os fatores: gendétipo (H. undatus e H. polyrhizus) e doses
de Zeatina (0, 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8mg L™). Os tratamentos continham cinco repeticoes,
cada uma com cinco explantes.

Foram retirados a parte basal e apical do cladddio e utilizado apenas a porcéo
mediana. Os cladddios foram segmentados, deixando-se seis aréolas por explante com
duas em cada costela.

Apo6s a inoculagdo dos explantes, os frascos foram colocados em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de
escuro e 48 umol m2? st de fluxo de fétons por um periodo de 60 dias.

Ao final do experimento as variaveis avaliadas foram: nimero e comprimento
de brotagbes, taxa de multiplicacdo, nUmero e comprimento de raizes e massa de
matéria seca total (raiz e parte aérea).

O comprimento das brotagBes foi mensurado com o auxilio de paquimetro
digital. A taxa de multiplicacdo foi determinada dividindo-se o nimero de aréolas obtido
apos 60 dias de cultivo pelo namero inicial de seis aréolas do explante (ERIG;
SCHUCH, 2002).
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Experimento 2: Multiplicacdo com BAP

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, conduzido em esquema
fatorial 2x4, sendo os fatores: genétipo (H. undatus e H. polyrhizus) e doses de BAP (0,
0,3, 0,6, e 0,9mg L?). Os tratamentos continham cinco repeticdées, cada uma com cinco
explantes.

Foram retirados a parte basal e apical do cladddio e utilizado apenas a porcao
mediana. Os cladodios foram segmentados, deixando-se seis aréolas por explante com
duas em cada costela.

Apo6s a inoculacdo dos explantes, os frascos foram colocados na sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de
escuro e 48 umol m2? st de fluxo de fétons por um periodo de 60 dias.

Ao final do experimento as variaveis avaliadas foram o numero de brotagfes e a

taxa de multiplicagéo.

3.2.3 Enraizamento in vitro de Hylocereus undatus

O experimento de enraizamento foi realizado com apenas H. undatus. ApGs o
estabelecimento e multiplicacdo in vitro, foram utilizados as brotagdes, os explantes
foram padronizados com aproximadamente 1,5cm, sendo retirada apenas a parte
basal.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, onde foram testadas
doses (0, 0,2, 0,4 e 0,6mg L) de &cido indolbutirico (AIB), com cinco repeticdes por
tratamento, cada uma com 5 explantes.

O meio de cultura utilizado foi o MS, suplementado com 30g L sacarose, 100mg
L't mio-inositol, 7g L 4gar e as diferentes doses de AIB, o pH foi ajustado em 5,8.

Foram utilizados 30mL de meio MS por frasco de vidro com capacidade para 200mL,
gue apés vedados com folha de aluminio foram autoclavados a 120°C de temperatura
e 1,5atm de presséo por 20 minutos.

Os frascos com os explantes foram mantidos em sala de crescimento com

temperatura de 25 £ 2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro e 43umol

m=2sde fluxo de fétons.
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Apés 60 dias de cultivo, as varidveis avaliadas foram porcentagem de
enraizamento, numero de raizes primarias e secundarias, comprimento de raiz, nimero

e comprimento de brotacdes.

3.2.4 Aclimatizacdo das mudas de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
em diferentes substratos

Foram utilizadas mudas enraizadas in vitro no Laboratorio de Propagacao de
Plantas Frutiferas da UFPel.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, conduzido em
esquema fatorial 2x4, sendo os fatores os genétipos (H. undtus e H. polyrhizus) e os
substratos (casca de arroz carbonizada, vermiculita expandida de granulometria fina,
fibra de coco padrdo 47 Amafibra® e Turfa® Fértil). Cada tratamento foi constituido por
cinco repeticdes, com cinco plantas por repeticao.

Para o enraizamento, foi utilizado meio MS suplementado com sacarose (30g L
1), mio-inositol (100mg L) e agar (7g L) e sem adicédo de AIB, sendo o pH ajustado
em 5,8. As mudas permaneceram em sala de crescimento durante 60 dias com
temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro e 48umol
m2 s de fluxo de fotons.

Em seguida, foram retiradas dos frascos e suas raizes lavadas para a retirada
do excesso de meio de cultura e padronizadas, deixando-se, em média, de trés raizes
por planta e apenas o cladddio principal (sem brotacdes laterais). Posteriormente, as
mudas foram transplantadas para sacos de polietileno preto, com 300mL de substrato,
conforme o tratamento.

As mudas foram transferidas para bancadas (90cm de altura, 80cm de largura e
130cm de comprimento) em casa de vegetacdo com temperatura controlada de 25°C +
2°C. As mudas foram cobertas com tela aluminizada, deixando-se um espacamento de
20cm entre a tela e a muda, durante 15 dias. Foram realizadas irrigacfes diarias de
forma manual com o auxilio de uma pisseta, utilizando-se 20mL de agua esterilizada
por recipiente.

ApoOs 60 dias de cultivo as variaveis avaliadas foram: comprimento de parte
aérea, numero total de aréolas, massa de matéria seca de parte aérea, nimero de
raizes primarias, numero de raizes secundarias, comprimento de raiz e massa de

matéria seca de raiz.
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O comprimento de parte aérea e raiz foi mensurado com paquimetro digital e a
massa de matéria seca de parte aérea e raiz com balanca analitica de precisao.
Também foram avaliados o pH e a condutividade elétrica dos substratos

testados, segundo Kampf et al. (2006).

3.3 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk. Posteriormente, foram submetidos a andlise de variancia através do teste F
(p<0,05). Constatando-se significancia estatistica os fatores qualitativos foram
avaliados pelo teste de Tukey (p<0,05) e os quantitativos avaliadas por regressao
(p=<0,05); as avaliacGes foram realizadas no programa estatistico Rbio (BHERING,
2017).

3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Estabelecimento in vitro de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus

Para variavel numero de brota¢des ocorreu interacao significativa entre dose e
gendtipo. Entre os gendtipos, observou-se diferenca significativa apenas nas doses 3
e 4mg L1, onde H. polyrhizus apresentou maior média de nimero de brotagbes por
explante (Tabela 1).

As maiores médias de niumero de brotacfes por explante foram com a dose de
3mg L* de BAP com 2,64 brotacdes em H. polyrhizus, e em H. undatus a dose de 2mg
Lt de BAP formou 2,58 brotacdes.

Tabela 1- Nimero de brotacbes em explantes de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
estabelecidos em fun¢éo das doses de 6-benzilaminopurina no meio de cultura MS. Universidade Federal
de Pelotas, 2019.

Numero de Brotacdes

Genotipo Doses BAP (mg L)
0 1,0 2,0 3,0 4,0
H. polyrhizus 1,0NS 1,43Ns 2,58Ns 2,64 a* 2,12 a
H. undatus 1,0 1,70 2,93 2,10 b 1,65b

CV (%): 45,52

NSNao significativo. "Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Ao avaliar a diferenca entre as doses de BAP, obeserva-se na figura 3 que nos
dois gendtipos ocorreu mair nimero de brotacdes por explante nas doses de 2 e 3mg

L1de BAP, e na dose 0, menor numero.

y (H. polyrhizus)=-0,2419x? + 1,3467x + 0,6895

4 R2=0,86
y (H. undatus) = 0,0037x3 - 0,3335x% + 1,4861x + 0,7718
3.5 u R2=0,74
3
3
< y
*é' 2.5
m
o 2 A
o
o
EJ 1.5 [ ] .
c AH. polyrhizus
Sl
P B H. undatus
0.5
0
0 1 2 3 4

Dose BAP (mg L)

Figura 3- Regresséo quadratica do niumero de brotagbes por explante de Hylocereus polyrhizus e cubica
para Hylocereus undatus estabelecidos em fungéo da dose de 6-benzilaminopurina no meio de cultura
MS. Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Para porcentagem de explantes regenerados, também ocorreu interacao
significativa entre os gendtipos e doses de BAP. Observou-se que H. polyrhizus
apresentou maiores médias que H. undatus nas doses 0, 1, 2 e 3mg L* de BAP (Tabela
2).

Na dose 0 (sem adigéo de BAP no meio MS), H. polyrhizus apresentou 23,04%
de explantes regenerados e H. undatus apenas 5,97%. A maior média de explantes
regenerados em H. polyrhizus, ocorreu na dose 2mg L com 53,52% e nesta mesma

dose em H. undatus, ocorreu apenas 14,43%.

Tabela 2- Porcentagem de explantes regenerados em explantes de Hylocereus undatus e Hylocereus
polyrhizus estabelecidos em funcdo das doses de 6-benzilaminopurina no meio de cultura MS.
Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Explantes regenerados (%)

Genotipo Doses BAP (mg L)
0 1,0 2,0 3,0 4,0
H. polyrhizus 23,04 a 44,43 a 53,52 a 39,36 a 38,97NS
H. undatus 597b 23,08 b 14,43 b 24,08 b 35,69

CV (%): 28,45

NSNao significativo. "Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Ao avaliar a diferencga entre as doses, observou-se que a maior porcentagem
de explantes regenerados em H. undatus ocorreu entre as doses 3 e 4mg L e para H.

polyrhizus ocorreu entre as doses 1 e 2mg L de BAP (Figura 4).

70 y (H. polyrhizus)=0,0217x3 - 0,1781x? + 0,4046x +
0,2236
A R2=0,93
60 Ay (H.undatus) = 0,0052x2 + 0,0396x + 0,0960
N R2=0,74

A H. polyrhizus
mH. undatus

Explantes Regenerados (%)

1 2 3 4
Dose BAP (mg L?)

Figura 4- Regressédo cubica da porcentagem de explantes regenerados por explante de Hylocereus
polyrhizus e quadratica para Hylocereus undatus em funcdo estabelecidos da dose de 6-
benzilaminopurina no meio de cultura MS. Universidade Federal de Pelotas, 2019.

A porcentagem de explantes regenerados foi baixa nos dois gendétipos, 53,52%
em H. polyrhizus e 35,69% em H. undatus. Isso pode ser atribuido a dificuldade no
estabelecimento de cactaceas, em decorréncia da desinfestacéo ou lesdes nas aréolas.
Drew e Azimi (2002) citam que somente aréolas intactas iniciam brotacdes. Em cactos
a ocorréncia de brotagBes nas gemas ¢€ influenciada pela alta demanda de citocininas
e niveis baixos ou auséncia de auxina (ALIYU; MOSTAPHA, 2007).

Neste experimento, a presenca de citocinina no meio de cultura foi fundamental
para a ativacdo das aréolas e, consequentemente, na formacéo de brotos.

A variavel niumero de brotacdes no estabelecimento de pitaya é de suma
importancia, pois poderdo ser segmentadas e utilizadas na multiplicagdo. Como foi
inducao direta da aréola, ou seja, sem a inducédo de formacéo de calo, as médias de
2,93 (H. undatus) e 2,64 (H. polyrhizus) brotacGes por aréola podem ser consideradas
um resultado satisfatorio.

Também foi possivel observar que ocorre diferenca entre os genotipos, onde
H. polyrhizus se sobressai a H. undatus, demonstrando o quanto € importante a

geracao de protocolos distintos para cada genotipo.
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O BAP, além de ter sido fundamental na regeneracao, influenciou no niamero
de brotacbes por aréolas. O mesmo foi observado por Vifias et al. (2012) em
experimento com Hylocereus constaricensis.

3.4.2 Multiplicacao in vitro de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus

Experimento 1: Multiplicacdo com Zeatina

Quanto ao numero de brota¢des ndo ocorreu diferenca estatistica significativa

entre os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3- Numero de brotagbes em explantes de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
multiplicados em funcéo das doses de Zeatina no meio de cultura MS. Universidade Federal de Pelotas,
2019.

Numero de Brotacdes
Doses Zeatina (mg L)

0 0,2 0,4 0,6 0,8
2,15NS 2,55 2,64 3,06 2,93
Genébtipo
H. undatus 2,45Ns
H. polyrhizus 2,79

CV (%): 54,74
NSN&o significativo

Para as varidveis comprimento de brotacfes e taxa de multiplicacdo ocorreu
interacao significativa entre genétipo e dose de Zeatina. No entanto, com relacdo ao
namero de raiz, comprimento de raiz e massa de matéria seca total (parte aérea e raiz)
ocorreu diferenca significativa apenas entre as doses.

Para variavel comprimento de brotagdes, ocorreu diferenca significativa entre os
geno6tipos nas doses 0 (sem adicdo de Zeatina no meio MS) e 0,2mg L de Zeatina.
Sem a presenca de Zeatina, H. undatus apresentou maior comprimento de brotacées
(3,06cm) que H. polyrhizus (2,22cm); porém, na dose 0,2mg L ocorreu o contrario, ou
seja, H. polyrhizus apresentou maior comprimento de brotagcbes com 1,41cm que H.

undatus com 0,73cm (Tabela 4).
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Tabela 4- Comprimento de brotacdes em explantes de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
multiplicados em func¢éo das doses de Zeatina no meio de cultura MS. Universidade Federal de Pelotas,

2019.
Comprimento Brotacdes (cm)
- Doses Zeatina (mg L?)
G t
enotipo 0 0.2 0.4 0.6 0.8
H. polyrhizus 2,22 b 1,41 a 0,82Ns 0,90Ns 1,45NS
H. undatus 3,06 a 0,73 b 0,91 1,10 1,24

CV (%): 61,25

NSN&o significativo. "Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de

Tukey (p=<0,05).

Ao avaliar a diferenca entre as doses na figura 5 observa-se que nas doses 0 e

0,8mg L de Zeatina que obteve-se as maiores brotacdes em ambos os genétipos.

Comprimento Brotagfes (cm)
w

y (H. undatus) = 9, 6199x? - 9,3011x + 2,8088
R2=0,81

y (H. polyrhizus) = 6,0417x? - 5,8617x + 2,2552
R2=0,98

A WH. undatus
‘ AH. polyrhizus

0.4 0.6 0.8

Dose Zeatina (mg L)

Figura 5- Regressdo quadratica do comprimento de brotagbes de Hylocereus undatus e Hylocereus
polyrhizus multiplicados em func¢éo da dose de Zeatina no meio de cultura MS. Universidade Federal de

Pelotas, 2019.

Em relacdo a taxa de multiplicacdo, apenas na dose 0,2mg L houve diferenca

significativa entre os genotipos, onde H. polyrhizus apresentou a maior média, 3,52, e

H. undatus, 2,05 (Tabela 5).

Tabela 5- Taxa de multiplicacdo em explantes de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
multiplicados em funcéo das doses de Zeatina no meio de cultura MS. Universidade Federal de Pelotas,

2019.
Taxa de multiplicagédo
Gendtipo Doses Zeatina (mg L)
0 0,2 0,4 0,6 0,8
H. polyrhizus 5,11Ns 3,52a 2,17Ns 2,48NS 3,27NS
H. undatus 5,64 2,05b 2,44 2,71 3,01

CV (%): 46,55
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NSN&o significativo. "Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p=<0,05).

Ao avaliar as doses de Zeatina, observa-se que para os dois genotipos a maior

taxa de multiplicacdo dos explantes ocorreu na dose O (Figura 6).

10 y (H. polyrhizus) = 11,458x? - 11,525x +
9 o 5,1708
R2=0,98
S 8 e
> - y (H. undatus)= 14,847x2 - 14,1304x +
c 4 52415
2 6 R2=0,80
S
s S "
g 44
s 3 s
S o - f AH. polyrhizus
1 ¢ A ® H. undatus
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8

Zeatina (mg L)

Figura 6- Regressédo quadréatica da taxa de multiplicacdo de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
em funcédo da dose de Zeatina no meio de cultura MS. Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Nas varidveis numero de raizes, comprimento de raizes e massa de matéria seca
total ndo ocorreu diferenca significativa entre os genotipos apenas entre as doses. A
adicdo de 0,8mg L* de Zeatina no meio de cultura proporcionou o maior nimero (Figura
7A), porém as menores raizes (Figura 7B).

y = 0,9615x + 1,0971 18 y = 13,065x2 - 22,403x + 14,526
— —~ 2 =
° 2
~ 14
N2 A PY
< @ 12 °
x ) o
015 [ e [
° e L] S 8
o
T 1 o E 6 °
E g 4 °
Z05 5 o
O
0 0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 0 0.2 0_'4 O'f 08
A Dose Zeatina (mg L1) B Dose Zeatina (mg L)

Figura 7- A: Regresséo linear do nimero de raizes de Hylocereus sp. multiplicados em funcéo da dose
de Zeatina no meio de cultura MS. B: Regressao quadratica do Comprimento de raizes de Hylocereus
sp. multiplicados em fun¢éo da dose de Zeatina no meio de cultura MS. Universidade Federal de Pelotas,
2019.
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Na variavel massa de matéria seca total, a maior média foi registrada em

explantes da dose de 0,8mg L (Figura 8).

05 y = 1,2698x2 - 0,876X + 0,2407
R2=0,82

0 0.2 0.4 0.6 0.8
Dose Zeatina (mg L)

Figura 8- A: Regressao quadratica massa seca total (raiz e parte aérea) de Hylocereus sp. em funcédo da
dose de Zeatina no meio de cultura MS. Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Experimento 2: Multiplicacdo com BAP

No experimento com a utilizacdo do BAP no meio MS, a variavel nimero de
brotacdes ndo apresentou diferenca significativa entre os genétipos, somente entre as
doses. As médias de H. polyrhizus foram de 2,54 e H. undatus 3,30 brotacdes por
explante.

Na figura 10 é possivel observar que o maior numero de brotacdes ocorreu entre

as doses 0,6 e 0,8mg L.

12 y =-2,9859x2 + 5,8904x + 1,151
R2=10,77

»n 10 ®
(]
18 Y
8 8
S °
P 6
(]
©
° $
o 4 [
e
Z 280 o .

0

0 0.3 0.6 0.9
Dose BAP (mg L?)

Figura 9- Regressao quadratica do nimero de brotacdes na multiplicacdo de Hylocereus sp. em funcao
da dose de BAP. Universidade Federal de Pelotas, 2019.
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Para a taxa de multiplicacdo, as maiores médias ocorram entre as doses 0,6 e
0,9mg L (Figura 10).

14 y = -88,3502x3 + 125,1059x2 - 43,8825x + 7.2663
R?=0,91
12 ®
0
S 10 ° i
O
g .Y .
g [ )
6 ®
3 ° H
T 4
= °
2 ° [ ] .
0
0 0.3 0.6 0.9

Dose BAP (mg L-1)

Figura 10- Regressao cubica da taxa de multiplicacdo de Hylocereus em fungcdo da dose de BAP.
Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Em todos os explantes nas diferentes doses de Zeatina observou-se a formagéo
de raizes nos dois genotipos testados. O mesmo foi observado por Drew e Azimi (2002)
em trabalho sobre micropropagacao de H. undatus. Segundo Vifias et al. (2012), essa
facilidade no enraizamento pode reduzir os custos de producéo.

Verificou-se com o experimento de multiplicacdo com Zeatina, que para variavel
namero de brotacdes as doses que foram testadas néo diferiram da testemunha (dose
0). Porém, para as variaveis comprimento de brotacéo e taxa de multiplicacédo a Zeatina
causou efeito negativo, ao comparar-se os resultados com a testemunha. Por outro
lado, no segundo experimento, observou-se que o uso de BAP apresentou efeito
positivo, pois estimulou a emissao de brotacdo nos explantes e a taxa de multiplicagéo.
Hua et al. (2014) observaram que explantes de pitaya sdo mais sensiveis a TDZ do que
Zeatina, BAP e 2,4-D e concentragfes altas desses hormoénios podem apresentar
efeito negativo na emissao de brotos.

No presente estudo doses entre 0,6 e 0,9mg L* de BAP proporcionaram maior
namero de brotacdes e taxa de multiplicacdo, enquanto Lopes et al. (2017) observaram
que a dose de 1mg L* de BAP apresentou melhor resposta para o nimero de brotacdes
por explante em H. undatus, com 12,2 brotos. Porém, segundo Qin et al. (2017), o maior
namero de brotacdes por explante em H. polyrhizus ocorreu com o balango auxina

citocinina, com a combinacéo de 5,5mg L de 6-BA e 0,1mg L de ANA.
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Estudos realizados por Feria et al. (2012) demonstram que 1,98mg L de BAP
promove a maior taxa de multiplicacéo e a dose de 2,50mg L o maior nimero de brotos

em Hylocereus purpusii.
3.4.3 Enraizamento in vitro de Hylocereus undatus

As maiores porcentagens de enraizamento in vitro ocorreram em explantes de
H. undatus onde nao foi utilizado o acido indolbutirico (AIB) no meio de cultura, com
96% de explantes enraizados e na dose de 0,4mg L* de AIB com 92% de enraizamento.
As doses de dose 0,6mg L* e 0,2mg L, apresentaram as menores porcentagens de
enraizamento, com 72 e 64% respectivamente.

Para variavel numero de brotacdes ocorreu diferenca significativa entre as doses
de AIB testadas. Os dados seguem a linha de tendéncia linear, ou seja, na menor dose
(0) ocorreu 0 menor nimero de brotacdes e na maior dose (0,6mg L) ocorreu o maior

numero de brotacdes (Figura 11).
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Figura 11- Regressao linear do numero de brotacdes no enraizamento in vitro de Hylocereus undatus
em funcdo da dose de 4cido indolbutirico no meio de cultura MS. Universidade Federal de Pelotas,
2019.

Para a variavel nimero de raizes primarias, verifica-se a linha de tendéncia
cubica, onde 0 maior numero de raizes primarias ocorreu entre as doses 0,4 e 0,6mg
L1 de AIB (Figura 12).
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Figura 12- Regressao clubica do niumero de raizes primarias no enraizamento in vitro de Hylocereus
undatus em funcdo da dose de acido indolbutirico no meio de cultura MS. Universidade Federal de
Pelotas, 2019.

Quanto ao numero de raizes secundarias também ocorreu diferenca
significativa entre as doses de AIB, com linha de tendéncia quadrética, onde o maior
numero de raizes secundarias ocorrem na dose 0, ocorrendo drastica reducao até a

dose 0,4mg L e posterior aumento entre as doses 0,4 e 0,6mg L (Figura 13).
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Figura 13- Regressdo quadratica do numero de raizes secunddrias no enraizamento in vitro de
Hylocereus undatus em fungdo da dose de acido indolbutirico no meio de cultura MS. Universidade
Federal de Pelotas, 2019.

Em se tratando do comprimento de raizes, no tratamento sem a adi¢cao de AIB
ao meio de cultura os explantes apresentaram raizes de maior comprimento, como é

possivel observar na figura 14.
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Figura 14- Regressdo cubica do comprimento de raizes secundarias no enraizamento in vitro de
Hylocereus undatus em fun¢do da dose de acido indolbutirico no meio de cultura MS. Universidade
Federal de Pelotas, 2019.

Sem a utilizacdo do AIB, foi observado a maior porcentagem de enraizamento,
menor ocorréncia de brotacdo (indesejavel nesta etapa), bem como maior comprimento
de raizes e numero de raizes secundarias. Com esses resultados é possivel observar

gue nao é necessario utilizar AIB para o enraizamento de explantes de H. undatus.

Figura 15- Explantes de Hylocereus undatus enraizados sem a adicdo de AIB ao meio MS (A), com
0,2mg L (B), 0,4mg L1 (C) e 0,6mg L (D) de AIB adicionado ao meio MS. Universidade Federal de
Pelotas, 2019.

De acordo com Andrade, Martins e Silva (2007), as estacas de pitaya
apresentam facilidade no enraizamento. Tal fato também foi observado em explantes
in vitro, visto que além dos explantes enraizarem no meio MS sem AIB, apresentaram
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as maiores raizes e o0 maior niumero de raizes secundarias. Essa facilidade no
enraizamento de H. undatus somente com meio MS pode reduzir custos de producao.

Santos et al. (2010) verificaram que o crescimento e desenvolvimento radicular
inicial de estacas de H. undatus ndo séo influenciados pelo regulador vegetal &cido
naftalenoacético (ANA). Porém, Lopes et al., (2017) concluiram que a adi¢do de auxina
proporcionou incremento no enraizamento de H. undatus, onde a dose de 4mg L de
AIB promoveu o0 maior nUmero e comprimento de raizes.

Os reguladores vegetais sintéticos do grupo das auxinas sédo substancias que
auxiliam no enraizamento de estacas; porém, algumas espécies vegetais em funcao do
tamanho, idade e a reserva de carboidratos tornam-se insensiveis ao efeito estimulante
da auxina sintética (SANTOS et al., 2010).

3.4.4 Aclimatizacdo das mudas de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
em diferentes substratos

Na aclimatizacdo das mudas ocorreu 100% de sobrevivéncia. Para a variavel
comprimento de parte aérea ocorreu interacao significativa entre genoétipo e substrato.
Observou-se diferenca entre os gendtipos apenas no substrato Turfa, onde H.
polyrhizus apresentou maior média (16,64cm) que H. undatus (10,86¢cm).

Apenas no genotipo H. polyrhizus ocorreu diferenga significativa entre os
substratos, onde turfa diferiu significativamente dos demais substratos em relacdo ao

comprimento de parte aérea, com média de 16,64cm (Tabela 6).

Tabela 6- Comprimento de parte aérea de mudas de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
aclimatizadas em fungdo do substrato (CAC= Casca de Arroz Carbonizada, fibra de coco, Turfa® e
vermiculita). Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Comprimento Parte Aérea (cm)

Genétipo Substratos
CAC Fibra de Coco Turfa Vermiculita
H. polyrhizus 10,73 B 10,26 B 16,64 aA 10,38 B
H. undatus 10,09 8,45 10,86 b 9,32

CV (%): 23,46
*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha néo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

No numero total de aréolas houve diferenca significativa entre os dois genotipos
em todos os substratos avaliados, onde H. polyrhizus apresentou maior média, como

pode ser observado na tabela 7.
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Apenas em H. polyrhizus ocorreu diferenca significativa entre os substratos,
onde turfa apresentou a maior média de numero de aréolas, com 161,30, diferindo

estatisticamente dos demais substratos.

Tabela 7- Numero total de aréolas em mudas de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
aclimatizadas em funcdo do substrato (CAC= Casca de Arroz Carbonizada, fibra de coco, Turfa® e
vermiculita). Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Numero Total de Aréolas

Genétipo Substratos
CAC Fibra de Coco Turfa /ermiculita
H. polyrhizus 126,85 aB* 125,50 aB 161,30 aA .28,30 aB
H. undatus 106,70 b 96,15 b 99,75 b 94,90 b

CV (%): 23,21

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Na variavel massa de matéria seca de parte aérea ocorreu diferenca significativa
apenas entre os substratos. O substrato turfa apresentou média de 0,589 e nao diferiu

estatisticamente do substrato fibra de coco (Tabela 8).

Tabela 8- Massa seca de parte aérea de mudas de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
aclimatizadas em fungdo dos substratos (CAC= Casca de Arroz Carbonizada, fibra de coco, Turfa®e
vermiculita). Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Massa de Matéria Seca de Parte Aérea (g)

Genébtipo
H. polyrhizus 0,42Ns
H. undatus 0,32
Substrato
CAC Fibra de Coco Turfa Vermiculita
0,32 b 0,33 ab 0,58 a 0,25b

CV (%): 50,57

NSN&o significativo. *Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Quanto ao numero de raizes primérias ocorreu diferencga significativa apenas
entre os genotipos, onde H. undatus apresentou maior média de raizes (3,00) que H.
polyrhizus (Tabela 9).
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Tabela 9- NUmero de raizes primarias em mudas de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
aclimatizadas em funcdo dos substratos (CAC= Casca de Arroz Carbonizada, fibra de coco, Turfa®e
vermiculita). Universidade Federal de Pelotas, 2019.

NuUmero de Raizes Primarias

Genobtipo
H. polyrhizus 1,95 b*
H. undatus 3,00 a
Substrato
CAC Fibra de Coco Turfa Vermiculita
2,50NS 2,35 2,40 2,67

CV (%): 47,95

NSN&o significativo. *Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Na variavel niumero de raizes secundarias ocorreu interacdo significativa entre
os fatores. Foi observada diferenca entre os gendtipos no substrato fibra de coco e
turfa, onde H. polyrhizus apresentou maior média de raizes secundarias por planta que
H. undatus. No gendétipo H. undatus ocorreu diferenca entre os substratos, onde plantas
aclimatizadas em vermiculita apresentaram maior média de raizes secundarias,

diferindo estatisticamente da fibra de coco (Tabela 10).

Tabela 10- Numero de raizes secundarias em mudas de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
aclimatizadas em fungdo dos substratos (CAC= Casca de Arroz Carbonizada, fibra de coco, Turfa® e
vermiculita). Universidade Federal de Pelotas, 2019.

NUmero Raizes Secundarias

Genétipo Substratos
CAC Fibra de Coco Turfa Vermiculita
H. polyrhizus 6,80NS 6,85 a" 6,45 a 5,32Ns
H. undatus 5,40 AB 3,95 bB 4,90 bAB 6,20 A

CV (%): 43,50

NSN&o significativo. *Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para a variavel comprimento de raiz ndo ocorreu interacao entre os dois fatores
(gendtipo e substrato); entretanto, ocorreu diferenca estatistica significativa entre os
genotipos e entre 0s substratos.

No genotipo H. polyrhizus ocorreu maior média de comprimento de raiz, com
6,45cm e 4,8cm em H. undatus. Entre os substratos, vermiculita apresentou a maior

média (6,73cm) diferindo de fibra de coco e turfa (Tabela 11).
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Tabela 11- Comprimento médio de raizes em mudas de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
aclimatizadas em funcdo dos substratos (CAC= Casca de Arroz Carbonizada, fibra de coco, Turfa®e
vermiculita). Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Comprimento de Raiz (cm)

Genobtipo
H. polyrhizus 6,45 a*
H. undatus 4,98 b
Substrato
CAC Fibra de Coco Turfa Vermiculita
5,93 ab 519b 502b 6,73 a

CV (%): 39,76
*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ou na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

Para a massa de matéria seca de raiz ocorreu diferenca significativa apenas
entre 0s genotipos, sendo que H. polyrhizus apresentou maior média que H. undatus
(Tabela 12).

Tabela 12- Massa seca de raiz em mudas de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus aclimatizadas
em funcdo dos substratos (CAC= Casca de Arroz Carbonizada, fibra de coco, Turfa® e vermiculita).
Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Massa Seca de Raiz (g)

Genobtipo
H. polyrhizus 0,06 a
H. undatus 0,04 b
Substrato
CAC Fibra de Coco Turfa Vermiculita
0,06Ns 0,05 0,04 0,05

CV (%): 36,77
NSN&o significativo. “"Médias seguidas pela mesma letra na coluna e na linha néo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 16- Mudas aclimatizadas em diferentes substratos de Hylocereus polyrhizus. A: Casca de arroz
carbonizada; B: Fibra de €OCo; C: Turfa; D: Vermiculita.
Foto: Patricia Graosque

Figura 17- Mudas aclimatizadas em diferentes substratos de Hylocereus undatus. A: Casca de arroz
carbonizada; B: Fibra de €OoCo; C: Turfa; D: Vermiculita.
Foto: Patricia Graosque.
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A sobrevivéncia de 100% das mudas pode ser atribuida a rusticidade da pitaya,
uma vez que, cactos e outras plantas CAM tém uma cuticula fortemente desenvolvida
e uma grande capacidade de reidratacao rapida. Além disso, os cactos possuem caules
suculentos que apresentam reduzida perda de agua (CORNEANU et al., 2004).

Segundo Ortiz-Hernandez et al. (1999) em pitaya as altas taxas de sobrevivéncia
das mudas podem ser atribuidas a rota fotossintética do tipo CAM e a plasticidade que
a planta possui, uma vez que essas adaptacfes permitem altas taxas de assimilacéo
de CO2.

Observou-se neste experimento que o substrato Turfa®Fértil proporcionou o
desenvolvimento da parte aérea, porém, para o desenvolvimento das raizes foram os
substratos vermiculita e casca de arroz carbonizada.

A casca de arroz carbonizada por ser um residuo agricola e ser de baixo custo,
torna-se interessante para utilizagcdo como substrato para aclimatizacdo de mudas de
pitaya. Segundo Medeiros et al. (2008) este residuo agricola possui potencial para uso
como substrato devido as suas propriedades fisicas. Além disso apresenta alta
capacidade de drenagem, pH levemente alcalino, livre de patdégenos e teor adequado
de K e Ca (SAIDELLES et al., 2009).

A utilizacdo de substratos alternativos a partir de residuos agricolas pode reduzir
custos (SILVA et al., 2012). A casca de arroz € um exemplo de residuo agricola que
possui grande disponibilidade em regides produtoras deste cereal.

Segundo Moreira et al. (2005), o substrato utilizado na aclimatizacdo das mudas
micropropagadas exerce influéncia significativa na arquitetura do sistema radicular,
estado nutricional das plantas e no movimento de 4gua na planta.

Verificou-se que a casca de arroz carbonizada e a vermiculita favoreceram o
numero de raizes primarias, secundarias e o comprimento de raiz, ou seja, esses dois
substratos favoreceram o desenvolvimento do sistema radicular.

O pH e condutividade elétrica do substrato também podem estar envolvidos no
melhor desenvolvimento das raizes na fase de aclimatizacdo, uma vez que, que esses
dois substratos foram os que apresentaram maior valor de pH e menor condutividade
elétrica (Tabela 13).
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Tabela 13- Condutividade elétrica (CE) e pH dos substratos testados. Universidade Federal de Pelotas,
2019.

Substrato CE (uS cm™?) pH

Turfa Fértil 2,40 5,12

Casca de arroz carbonizada 1,00 6,69
Fibra de coco 1,80 6,08
Vermiculita 0,30 6,10

Na figura 18 é possivel observar um esquema com todas as etapas realizadas
na micropropagacgdo de pitaya. Com a planta matriz, o cladddio, as estacas obtidas
através da segmentacdo do cladodio, as brotacdes emitidas nas estacas apos sete
meses de cultivo, o estabelecimento in vitro das aréolas retiradas das brotacdes, a
emissdo de brotagdo no explante, a segmentacdo do cladédio (gerado no
estabelecimento) para multiplicagdo, as brotacbes emitidas na multiplicagdo, o

enraizamento in vitro e a aclimatizacéo das mudas.
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Planta Matriz

Estacas

Estabelecimento

Multiplicac&o

Enraizamento

Aclimatizacéo

Figura 18- Planta Matriz, cladodios utilizados para estacas, estacas enraizadas em floreiras, brotaces
usadas para estabelecimento, estabelecimento em meio MS+2mg L' de BAP (trés meses),
multiplicagdo em meio MS com adicdo de 0,6mg L de BAP (dois meses), enraizamento em meio MS
(dois meses), aclimatizacdo das mudas substrato casca de arroz carbonizada (trés meses).
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3.4 Concluséao

A utilizacdo da dose de 2mg L' de 6-benzilminopurina favoreceu o
estabelecimento de Hylocereus polyrhizus e 4mg L de Hylocereus undatus.

As doses testadas de Zeatina apresentaram efeito negativo no comprimento de
brotactes e taxa de multiplicagcdo de Hylocereus polyrhizus e Hylocereus undatus.

A utilizacdo de 0,6mg L 6-benzilminopurina, estimula a brotacdo e a taxa de
multiplicacdo de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus.

No enraizamento de Hylocereus undatus ocorre em meio de cultura MS sem
adicao de acido indolbutirico.

Na aclimatizacdo das mudas de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus o
substrato Turfa® Fértil favoreceu o desenvolvimento da parte aérea e os substratos
casca de arroz carbonizada e vermiculita expandida (granulometria fina) favoreceram o

desenvolvimento das raizes.
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4 Capitulo 2- Porcao do cladddio e 6-benzilaminopurina na multiplicacéo in vitro

de pitaya

4.1 Introducao

A pitaya é uma cacatacea originaria das ameéricas, cultivada em diversos locais
do mundo (BARTHLOTT; HUNT, 1993). Os frutos da pitaya tem ganhado destaque
entre 0s consumidores brasileiros, devido a sua aparéncia diferenciada e,
principalmente, as propriedades funcionais, uma vez que, € fonte de beta-caroteno,
licopeno, vitamina E (CHAROENSIRI et al., 2009), potassio e compostos fendélicos
(VIZZOTTO et al., 2016).

A espécie Hylocereus undatus, que possui frutos com casca vermelha e polpa
esbranquicada é a mais cultivada no Brasil (LOPES et al., 2017), sendo as regides Sul
e Sudeste as principais produtoras.

A producdo de mudas de pitaya pode ser feita via sementes ou através de
estaquia, enxertia ou micropropagacdo. Apesar da propagacdo sexuada ser uma
alternativa para o melhoramento genético (ELOBEIDY,2006), a técnica de estaquia € a
mais utilizada no Brasil para a propagacdo da pitaya (SILVA, 2014); porém, pode
ocorrer o risco de introducdo de patdbgenos em areas livres através do material
propagativo infectado (VENTURA et al., 2017).

A micropropagacdo, mesmo demandando mao de obra qualificada e alto
investimento inicial, possui uma melhor relacdo custo-beneficio, pois permite produzir
em escala comercial, material uniforme, livre de contaminacdes (CID; TEIXEIRA, 2014)
em pouco tempo e espaco fisico reduzido (QUISEN; ANGELO, 2008; GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Uma das grandes vantagens da micropropagacdo em relacdo das
demais técnicas de producdo de mudas € a independéncia de fatores climaticos
(GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

A resposta dos explantes a maior ou menor taxa de multiplicacdo tem sido
atribuida aos reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura (OLIVEIRA;
DIAS; BRONDANI, 2013). Em cada etapa do processo de obtencao de mudas por
micropropagacgao, os explantes possuem diferentes e exigéncias em relagdo a
composi¢cdo do meio de cultura, concentracdo e tipo de regulador de crescimento
(QUISEN; ANGELO, 2008).
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Na multiplicagéo é preciso haver a quebra da dominancia apical da plantula ou
brotagéo, promovendo o desenvolvimento das gemas axilares e, consequentemente, a
formacédo de novas brotacfes. Segundo Taiz et al. (2017), as citocininas atuam na
divisdo e diferenciacdo celular, bem como na quebra de dominancia apical,
proporcionando a emissédo de brotos laterais (MOURA et al.,, 2012), sendo a 6-
benzilaminopurina (BAP) uma das mais utilizadas para promover multiplicacdo em
diversas espécies (BHOJWANI; RAZDAN, 1996).

Com base nesses aspectos objetivou-se avaliar neste trabalho a influéncia da

porcao do cladddio e concentracfes de BAP na multiplicacdo de Hylocereus undatus.

4.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado em 2017 no Laboratério de Propagacéo de Plantas
Frutiferas, pertencente ao departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel (FAEM), Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Capéo do Leao, Rio
Grande do Sul, Brasil.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, conduzido em
esquema fatorial 3x5, sendo os fatores: porcéo do cladédio (apical, mediana e basal) e
as doses de BAP (0, 1, 2, 3 e 4mg L™?); totalizando 15 tratamentos, cada um com cinco
repeticdes e cada uma com cinco explantes.

O material vegetal utilizado foi oriundo de propagacédo seminifera de H. undatus
in vitro. ApGs a emissado do cladddio foi realizada a multiplicacdo do material em meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Foram utilizados para realizacdo do experimento
as brotacdes (cladodios) emitidas.

O meio de cultura utilizado foi o MS acrescido de 30g L de sacarose, 100mg
L de mio-inositol e 7g L de &gar, e pH 5,8. Foi utilizado 30mL de meio de cultura por
frasco de vidro com capacidade de 200ml, que apds ser vedado com folha de aluminio
foi autoclavado a 120°C de temperatura e 1,5atm de pressao por 20 minutos.

Os cladodios foram seccionados e os explantes padronizados contendo seis

gemas (aréolas), sendo duas em cada costela (Figura 1).
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Figura 1- Explantes divididos em porcédo apical, media e basal do cladédio de Hylocereus undatus.
Foto: Patricia Grasque

Durante o cultivo in vitro o material foi mantido em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro e 48 pumol
m=s?de fluxo de fétons.

A avaliacdo do material foi realizada ap6s 60 dias de cultivo in vitro. As variaveis
avaliadas foram: nimero e comprimento de brotacdes com auxilio de paquimetro
digital, porcentagem de formacéo de brotos, nimero de aréolas do explante, nUmero
de aréolas das brotacoes.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk. Posteriormente, foram submetidos a andlise de variancia através do teste F
(p=0,05). Constatando-se significancia estatistica, os tratamentos foram agrupados em
por¢cdo do cladddio, os quais foram avaliados pelo teste de Tukey (p<0,05) e
concentragdes de BAP, avaliadas por regressao (p<0,05) no programa estatistico Rbio
(BHERING, 2017).

4.3 Resultados e Discussao

Para o comprimento e niumero de brotagdes ocorreu diferenca significativa entre
as porcoes e entre as doses; no entanto, nao foi observada interacao significativa entre
porcéo e dose (Tabela 1).

A porcao basal do cladddio foi a que apresentou o maior nimero de brotacfes
por explante, com média de 3,78 e os brotos de maior comprimento, média de 1,18cm,
diferindo das por¢des mediana e apical. Como pode ser observado na tabela 1, o menor
namero de brotacdes por explante (1,49 brotos) e menor comprimento médio de broto
(0,48cm) foram obtidos na porgéo apical, diferindo das por¢cdes mediana a basal.
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Tabela 1- Nimero e comprimento médio de brotacGes de explantes das porcdes apical, mediana e basal
de Hylocereus undatus. Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Porcéo do Cladodio Comprimento Brotagc8es (cm) NuUmero Brotacdes
Apical 0,48 c’ 1,49 ¢
Mediana 0,96 b 2,84b
Basal 1,18 a 3,78a
CV: 60,01% 113,97%

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Explantes sem a adicdo de BAP no meio MS apresentaram brotos maiores,
(Figura 2A). Em contrapartida, a adicdo BAP ao meio promoveu a brotagéo de novos
cladédios nos explantes (Figura 2B), sendo que, o maior nimero de brotagbes foi

verificado ente as doses de Img Lt e 3mg L.
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Figura 2- A: Regresséo quadratica do comprimento de brotagfes emitidas em explantes de Hylocereus
undatus em fun¢éo da dose de 6-benzilaminopurina no meio de cultura MS. B: Regressédo quadratica do
namero de brotacdes emitidas em explantes de Hylocereus undatus em fungcdo da dose de 6-
benzilaminopurina no meio de cultura MS. Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Na porcentagem de formacdo de brotacdes ocorreu diferenca significativa e
interacdo entre os fatores porcdo e dose. Ocorreu diferenca significativa entre as
porcdes do cladddio de H. undatus nas doses 0, 3 e 4mg L1, onde as por¢cdes mediana
e basal apresentaram maior niumero de brotagdes, diferindo da porcao apical (Tabela
2).
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Tabela 2- Formacédo de brotacdes em explantes de Hylocereus undatus em funcdo das porcdes do
cladddio (apical, mediana e basal) e dose de 6-benzilaminopurina no meio de cultura MS. Universidade
Federal de Pelotas, 2019.

Formacao de Brotacdes (%)
Doses BAP (mg L)

Porcéo do cladoédio

0 1 2 3 4
Apical 8 b 72 NS 80 Ns 52 b 40 b
Mediana 100 a 92 96 100 a 9 a
Basal 88 a 88 92 100 a 80 a

CV: 26,57%

NSN&o significativo. *Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (p=<0,05).

Apenas na porcao apical ocorreu diferenca significativa entre as doses de BAP;

com maior porcentagem de formagéo de brotos entre as doses 1 e 3mg L (Figura 3).

Apical=-0,1343x?+ 0,5811x + 0,1474

920
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Figura 3- Regressao quadratica da porcentagem de brotacdes emitidas em explantes da por¢céo apical
do cladédio de Hylocereus undatus em funcéo da dose de 6-benzilaminopurina no meio de cultura MS.
Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Para o numero de aréolas por explante ocorreu diferenca significativa e interacao
entre as por¢cdes do cladddio e as doses de BAP (Tabela 3).
A porcédo apical diferiu da mediana e basal nas doses de 0, 1, 2 e 3mg L de

BAP, apresentando maiores médias de aréolas por explante.
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Tabela 3- Numero de aréolas em explantes de Hylocereus undatus em funcéo das por¢des do cladédio
(apical, mediana e basal) e dose de 6-benzilaminopurina ho meio de cultura MS. Universidade Federal
de Pelotas, 2019.

NUmero de aréolas do explante
Doses BAP (mg L)

Porcéo do cladédio

0 1 2 3 4
Apical 2352a° 1824a 10,79a 13,88a 9,96 NS

Mediana 6.00 b 6,00b 575b  6,00b 5,83
Basal 7,82b 874b 566b  644b 6,00

CV: 65,64 %

NSN&o significativo. "Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (p=<0,05).

Apenas na porcao apical ocorreu diferenca significativa entre as doses, onde o
maior numero de aréolas ocorreu na dose 0 (sem a utilizacdo de BAP) e de acordo com

0 aumento da dose ocorreu decréscimo no numero de aréolas por explante (Figura 4).

25 y (Apical)= 0,9318x2 - 6,8752x + 23,4591
R? = 0,88008

20

15

10

Numero de aréolas explante

0 1 2 3 4
Dose BAP (mg L1)

Figura 4- Regressado quadratica do numero de aréolas em explantes da porcdo apical do cladddio de
Hylocereus undatus em funcdo da dose de 6-benzilaminopurina no meio de cultura MS. Universidade
Federal de Pelotas, 2019.

Houve diferenca significativa entre as porc¢des do cladddio para o numero de
aréolas das brotacdes apenas nas doses 2, 3 e 4mg L, como pode ser observado na
tabela 4. As por¢cdes mediana e basal apresentaram maiores médias na dose de 2mg
L, diferindo da porcdo apical; jA na dose 3mg L' as porcdes apical e basal

apresentaram as maiores médias, diferindo da por¢cdo mediana.
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Na dose 4mg L a porcéo basal foi a que apresentou maior média de nimero de
aréolas (15,33) nos brotacdes dos explantes, porém néo diferiu estatisticamente da

porcao apical, com média de 8,57 (Tabela 4).

Tabela 4- Nimero de aréolas de brotagGes em explantes de Hylocereus undatus em funcéo das por¢cbes
do cladddio (apical, mediana e basal) e dose de BAP no meio de cultura MS. Universidade Federal de
Pelotas, 2019.

Numero de aréolas dos brotos
Doses BAP (mg L?)

Porcéo do cladoédio

0 1 2 3 4
Apical 14,25 NS 9,75Ns  10,33b" 14,96a 8,57 ab
Mediana 21,48 11,10 17,15 a 8,06 b 8,25b
Basal 20,63 13,16 19,93 a 17,7 a 15,33 a

CV:51,78 %

NSN&o significativo. "Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p=<0,05).

Nas por¢cdes mediana e basal ocorreu diferenca entre as doses de BAP para o
namero de aréolas dos brotos, onde a dose 0 a que apresentou maior niamero de

aréolas nas duas porc¢des (Figura 5).

y (Basal)=-1,1657x3 + 7,0892x?2 -

30 11,0455x + 20,165
R2=0,61
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Figura 5- Regressao cubica do numero de aréolas dos brotos das porg8es basal e mediana do cladédio
de H. undatus em funcado da dose de BAP no meio de cultura MS. Universidade Federal de Pelotas,
2019.

A porgdo apical € um dos principais centros de sintese de auxina, além de
possuir tecidos mais jovens e, portanto, mais responsivos em processos morfogénicos
(SCHERWINSKI-PEREIRA; FORTES, 2001; PEREIRA; FORTES, 2001) que poderiam
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responder melhor ao enraizamento e ndo a emisséo de brotagbes. Pode-se observar
gue no tratamento em que o explante foi oriundo da porcéo apical e sem a adi¢do de
BAP ao meio MS, o mesmo continuou crescendo, enquanto nos tratamentos em que
foi utilizado a citocinina (BAP), ocorreu quebra da dominancia apical e,
consequentemente, emisséo de brotagdes. Drew e Azimi (2002) citam que explantes
com apices impdem forte dominancia e podem limitar o crescimento de brotagfes
laterais.

Fan et al. (2013) afirmam que o tipo e a dose de citocinina tem efeito significativo
na emissao de brotos, exercendo também efeito na altura da parte aérea e no diametro
durante a multiplicacdo. Hua et al. (2014) mencionam que a formacdo de brotos
adventicios em pitaya é regulada por interagdes entre citocinina e auxinas.

De acordo com Vifias et al. (2012), o BAP foi essencial para emissao de brotos
de Hylocereus constaricensis cultivados in vitro e o mesmo foi observado neste trabalho
com H. undatus, onde o maior nimero de brotagdes ocorreu com a adi¢do de 1mg L
e 3mg L BAP ao meio MS.

Marques et al. (2012a) ao avaliarem diferentes por¢des do cladodio de H.
undatus para producdo de mudas por estaquia, observaram que a parte basal

apresentou o maior numero de brotacdes, diferindo das por¢cdes mediana a apical.

4.4 Concluséo

Para a multiplicacéo in vitro de Hylocereus undatus sdo indicadas a dose de 2mg L de

6-belzilaminopurina e as por¢gdes mediana e basal.
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5 Consideracdes Finais

- A geracao de protocolos de micropropagacao distintos para diferentes gendétipos é de
suma importancia, uma vez que Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus
apresentam diferencas entre si nas etapas de estabelecimento, multiplicacdo e
aclimatizacao.

- A utilizagéo de 6-belzilaminopurina favorece o estabelecimento e multiplicagdo de
Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus.

- O enraizamento in vitro de Hylocereus undatus ocorre em meio MS sem adicédo de
acido indolbutirico.

- Na multiplicacdo in vitro de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus a 6-
belzilaminopurina proporciona a emissdo de brotacdes, além de apresentar menor
custo quando comparado com outras citocininas.

- O maior numero de brotacbes ocorre nas por¢cdes mediana a basal do cladédio na
multiplicacéo in vitro de Hylocereus undatus.

- Na aclimatizacdo das mudas, vermiculita e casca de arroz carbonizada favorecem o
desenvolvimento das raizes. Na regido Sul do Rio Grande do Sul, a casca de arroz é
um residuo agricola, isso contribui para reducédo de custos na producdo de mudas e
reduz impactos gerados pelo descarte inadequado.

- S8o necessarios estudos sobre influéncia dos substratos testados apods a
aclimatizacao e também outros substratos no desenvolvimento da muda antes de ser

levada para o campo.
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