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“Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo para todo o proposito
debaixo do céu.Ha tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de
plantar, e tempo de arrancar o que se plantou.”

(Eclesiastes 3:1,2)


https://www.bibliaonline.com.br/acf/ec/3/1,2

RESUMO

A pitaia vermelha de polpa branca (Hylocereus undatus) é uma fruta tropical da familia das
cacticeas. Fruta exotica e considerada promissora para o cultivo devido ao seu sabor
diferenciado e rusticidade. Diferentes tipos de estresse podem afetar a produtividade da cultura
da pitaia, mesmo sendo uma espécie rastica e até mesmo restringir o seu cultivo. Em resposta
a incidéncia de um determinado estresse, uma série de eventos acontece nas plantas e por esse
motivo o estudo propOe simular in vitro, condicBes de déficit hidrico com diferentes
concentracdes de polietilenoglicol (PEG 6000) e de deficiéncia de oxigénio com doses
crescentes de phytagel na germinagéo e desenvolvimento in vitro de pitaia para observar seu
comportamento morfofisioldgico. Aplicou-se o delineamento inteiramente casualizado, com
cinco potencias osmatico de PEG (0,0; -0.25; -0,5;- 0,67 e 1,03MPa ) e cinco diferentes
concentracdes de phytagel (1,8; 2,8; 3,8; 4,8 € 5,8 gL %) sendo 15 repeti¢bes, uma semente por
tubo de ensaio. Em camara de fluxo as sementes passaram por assepsia com etanol 70% (v/v)
por 1 minuto, hipoclorito de sédio 1% por 15 minutos e triplice lavagem em &gua estéril.
Posteriormente foram inoculadas individualmente em 15mL de meio MS, sendo distribuidas
nos diferentes tratamentos. Apos a finalizacdo dos experimentos foram realizadas as seguintes
avaliacBes: VG, comprimento do cladoédio, nimero e comprimento das raizes. Para o
experimento (1) foi possivel obter respostas significativas para 0:1VG,comprimento e niUmero
de raizes e comprimento do cladddio. Estes parametros foram inversamente proporcional ao
aumento da concentracdo de PEG, ou seja, potenciais hidricos que correspondem a um aumento
da concentracdo de PEG,a partir de -0,5 MPa foram prejudiciais a germinagdo e 0
desenvolvimento das plantulas. No experimento (2) ndo houve diferenca estatistica para
andlises do cladddio e houve significancia para comprimento e nimeros de raizes das plantulas.
A adicdo do phytagel na concentragdo de 3,8 gL simula uma camada de impedimento fisico
que também promove modificagcGes morfoldgicas nas plantulas de pitaia.

Palavras-chave: Agente osmético. Camada de impedimento fisico. Micropropagacao.
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1 INTRODUCAO

A pitaia (Hylocereus undatus (Haw) Britton & Rose)é uma frutifera exdtica pertencente
a familia das cactaceas e por se adaptar a ambientes adversos foi introduzida em varios paises.
Suas caracteristicas exuberantes, organolépticas e propriedades nutracéuticas chamam a
atencdo de fruticultores e consumidores (ORTIZ, 2014; RODRIGUES, 2017),além de ser uma

frutifera com grande potencial econémico.

Sua propagacdo pode ser realizada por via sexuada e assexuada, tendo nessa segunda, a
micropropagac¢do como destaque, a qual proporciona uma producéo em larga escala comercial
de individuos geneticamente idénticos. Na cultura de tecidos, os materiais sdo cultivados em
meio de cultura e em condi¢des controladas de temperatura e luminosidade. Dessa forma, a
condicdo laboratorial permite ao pesquisador simular condi¢fes desfavoraveis de cultivo, as
quais podem ser encontradas pelas plantas em condi¢es de campo, além também de
proporcionar ao pesquisador o0 acompanhamento mais detalhado do comportamento fisioldgico
dos materiais, uma vez que estes se encontram in vitro.

Condic6es adversas, como por exemplo, a restricdo hidrica e a deficiéncia de oxigénio
podem ser simuladas in vitro com o objetivo de verificar o comportamento fisiologico de
diferentes espécies, além de selecionar materiais que mesmo em situagdes de estresse sustentam
seu desenvolvimento. Sabe-se que 0s estresses abidticos podem restringir o cultivo e afetar a

produtividade das culturas.

Um dos objetos do presente estudo € a restricdo hidrica, estresse abidtico que vem
preocupando agricultores e em alguns casos dizimando lavouras, pois a agua € um bem cada
vez mais escasso.Taiz e Zeiger (2013) relatam com muita notoriedade a importancia da agua
para as plantas. Para os autores, a 4gua é fundamental para as plantas e fisiologicamente
dizendo, é o constituinte mais abundante de sua fitomassa das plantas. A agua é considerada o

recurso mais abundante e mais limitante para o desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas.

Outro tipo de estresse pouco estudado € a deficiéncia de oxigénio no solo, segundo
objeto de estudo do trabalho. O estresse por deficiéncia de oxigénio esta relacionado com a
inundacao e compactacao do solo. Nessas condic¢des o desenvolvimento da planta, em especial
as raizes, sofrem limitagdes, prejudicando dessa forma a absorcdo de nutrientes e
consequentemente a assimilacdo dos mesmos pela planta (LARCHER,2000; TAIZ e
ZEIGER,2013).



11

Assim, o estudo propde simular in vitro, condi¢des de déficit hidrico com diferentes
concentragOes de polietilenoglicol (PEG 6000) e de deficiéncia de oxigénio com doses
crescentes de Phytagel® na germinagdo e desenvolvimento in vitro de pitaia para observar seu

comportamento morfofisiologico.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Frutiferas exéticas

A fruticultura € um dos setores de destaque no agronegdécio brasileiro, ocupando o terceiro
lugar no setor exportador. No ano de 2016, dados do IBGE mostraram que as exportacdes
somaram US$ 45 bilhGes, sendo 49,99% pertencente ao setor de frutiferas e a expectativa da

producdo para 2017 sera de aproximadamente 44 milhGes de toneladas (IBGE, 2016).

E rotineiro encontrar frutas na mesa dos brasileiros, no entanto, estudos apresentam
estatisticas que mostram que o consumo de frutas entre os brasileiros é inferior a quantidade
recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Em contrapartida, a busca por uma
vida mais saudavel e pelo consumo de frutas ndo convencionais é crescente (CAVALCANTE,
2008), com destaque para as frutas exoticas.

A fruta é considerada exdtica quando ¢ oriunda de outros paises, apresenta formato e sabor
diferenciado, é rica em compostos antioxidantes, fibras e minerais. Por ser produzida em
pequena escala chega ao mercado com alto valor agregado. Tais caracteristicas tem chamado a
atencdo de fruticultores e comerciantes (WATANABE,2014).Alguns exemplos sao: physalis
(Physalis peruvian) lichia (Litchi chinensis), rambutan (Nephelium lappaceum), kiwano
(Cucumis metuliferus), noni (Morinda citrifolia) e pitaia (Hylocerous undatus), objeto de
estudo do trabalho.

2.2 Pitaia

A pitaia € uma fruta exoética rustica que pertence a familia cactaceae, originada nas
Américas. E uma dicotileddnea com elevado potencial econémico, industrial e agronémico
(ORTIZ-HERNANDEZ,2012).

De acordo com os dados da Prohort (Programa Brasileiro de Modernizagéo do Mercado
Hortigranjeiro) em 10 anos, a comercializagdo do fruto teve um aumento de 175% no seu valor

comercial chegando a 50,68 R$/kilo da fruta, sendo os meses de dezembro a maio os de maiores
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ofertas, podendo atingir 20t/ha toneladas de frutos (BASTOS et al., 2006; WANTENEBA,
2014).

Existem trés espécies de pitaia, a Hylocereus undatus, a pitaia branca (rosa por fora e
branca por dentro), H. monacanthus megalanthus, a pitaia amarela (amarela por fora e branca
por dentro) e H. guatemalensis, a pitaia vermelha (avermelhada por dentro e por fora) (ORTIZ-
HERNANDEZ, 2012). A pitaia de polpa branca [Hylocereus undatus (Haw.) Britton & Rose]
¢ a mais facilmente encontrada, comercializada e cultivada no Brasil, principalmente nos
estados de Sdo Paulo e Ceara (SILVA, 2014). A fruta tem se realcado pela exuberancia dos
frutos, sabor unico, rusticidade e aptiddo como planta ornamental (RODRIGUES, 2017).

A pitaia é conhecida por diversos nomes ao redor do mundo como: Dragon fruit, red
pitaya, strawberry pear, pitaya, night blooming e queen of the night (CAVALCANTE, 2008).
E uma planta semi-epifita, perene rupicula ou terrestre ramificada, com ramos trigonos ou
trialados (DONADIO, 2009).

As flores sdo hermafroditas noturnas esbranquicadas e perfumadas formadas na primavera
e possuem mecanismos que inibe a autopolinizacdo (MARQUES, 2008). Seu florescimento
esta relacionado ao fotoperiodo de dias longos com duracdo de 12 horas sendo que as flores se
abrem a noite e fecham ao amanhecer. As raizes sdo superficiais, fasciculadas e podem assimilar
baixos teores de nutrientes do solo (LE BELLEC et al, 2006). O caule é classificado
morfologicamente como cladddio e apresenta, geralmente, a forma triangular, onde se encontra
as aréolas e gemas axilares (SILVA, 2014). O fruto é uma baga indeiscente, de formato globoso
a elipsoide, ndo climatério, sensivel as injurias causada pelo frio “chiliing” (Figura 1). Além
disso, € envolto por bracteas, com casca que difere sua coloracdo de verde a vermelho durante
0 periodo de maturacdo. A polpa é suculenta com inimeras sementes pequenas e pretas ricas

em 4cidos graxos essenciais.
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Figura 1:A-Planta de Pitaia(habito de crescimento); B-Cladodio ;C-Flor; D-Fruto

Fonte: Marques, 2008.

Estudos como o de Menezes (2015) e Cavalcante (2008) afirmam que, para a produgéo em
escala comercial, sdo necessarios agentes polinizadores ou de manipulagéo das flores.O periodo
entre o florescimento e a maturacdo dos frutos depende da regido. Em Lavras-MG esse periodo
varia entre 50 a 60 dias e em Jaboticabal — SP de 34 a 43 dias (SILVA, 2011).

A fruta pode ser consumida in natura ou utilizada em geleias, sorvetes, sucos, vinhos e
saladas. O consumo da fruta in natura colabora com qualidade de vida e propicia uma agéo
benéfica para a salde devido a suas caracteristicas nutricionais, com alto teor de umidade,
capacidade antioxidante, presenca de potassio, célcio, ferro e manganés, baixo teor de proteinas,
vitaminas C e lipidios (JERONOMIO, 2016; CORDEIRO, 2015).

Por pertencer a familia das cactéaceas, o fruto possui o metabolismo acido das crassulaceas
(CAM) que beneficia o seu crescimento em regides de seca e aridez, apresenta eficiéncia no
seu desenvolvimento fisiologico, por armazenar dgua em seus tecidos e possuir crescimento
lento (MARQUES, 2008).

A pitaia é uma espécie que pode ser propagada, pelos métodos vegetativo, seminifero ou
propagacdo in vitro.O método vegetativo de estaquia é comumente utilizado no cultivo da pitaia
por ser uma forma barata e rapida de originar plantas que florescem entre um ou dois anos ap6s
o plantio e obtém pomares mais uniformes. Os cladddios sdo destacados de uma planta que, sob

condigdes adequadas, emitem raizes e originam nova planta com caracteristicas idénticas aquela
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que lhe deu origem. Entretanto, esse procedimento gera materiais de baixa taxa de
multiplicacdo. Outra técnica vegetativa € a enxertia, que origina uma nova planta pelo contato
de duas partes de tecido vegetal ,mas ainda ndo € um método utilizado comercialmente (SILVA
2014).

Na propagacdo seminifera o tempo do plantio & colheita pode demorar mais de trés anos
ou ser superior a sete. Essa forma de propagacdo apresenta elevada taxa de germinacéo, alta
variabilidade genética e desuniformidade, caracteristicas ndo desejaveis para plantacdo
comercial (SILVA, 2005). Uma alternativa para produzir plantas uniformes em larga escala e
num curto espaco é a utilizacdo da técnica de propagacao in vitro, os autores Mohamed-Yassen
(2002), Rodrigues (2017), Ojeda-Zacarias et al. (2012) obtiveram sucesso no cultivo da espécie

H. undatus.

2.3 Cultura de tecidos de plantas

A cultura de tecidos engloba diferentes técnicas, as quais podem contribuir para o
aumento da producdo de plantas em escala comercial, com a vantagem de produzir individuos
idénticos a planta-mae. Tal evento é possivel por considerar o fato de que uma Unica célula
vegetal se adequadamente estimulada é capaz de se regenerar e dar origem a um novo individuo,
uma nova planta, capacidade essa denominada de totipoténcia.

Na cultura de tecidos os explantes, sementes ou fragmentos vegetais da planta s&o
cultivados em meio nutritivo artificial e asséptico, sob condi¢des ambientais controladas,
promovendo assim um ambiente propicio para seu crescimento e desenvolvimento
(CARVALHO et al.,2006;).

Existem diversas técnicas aplicadas na cultura de tecido, as quais podem citar: cultivo
de protoplastos, cultivo de anteras, microenxertia, suspensao celular, micropropagacéo,
sementes sintéticas, embriogénese somatica, organogénese e outras. A de maior aplicabilidade
é a micropropagacéo, propagacdo vegetativa que consiste na producdo de plantas sadias, em
larga escala e em curto espago de tempo, obtendo materiais com as mesmas caracteristicas
genéticas da planta-mde.

Conforme Ulissees (2010) “as mesmas vias bioquimicas ¢ metabolicas basicas que
funcionam nas plantas em condi¢é@o de campo sao conservadas nas células cultivadas in vitro”,
pelo meio nutritivo sélido ou liquido que fornece macro e micronutrientes, agua, carboidratos,

regulares de crescimento e outros aditivos especificos para uma fase especifica de cultivo.
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Nesse contexto, pode-se afirmar que a cultura de tecidos é uma ferramenta importante na
compreensdo de disturbios morfoldgicos, fisiologicos e bioquimicos das plantas, fatores estes
relacionados a consisténcia e componentes do meio de cultura (ALMEIDA, 2015). O cultivo in
vitro permite, por exemplo, simular condicGes de estresse abiotico para o estudo da fisiologia e

comportamento de diferentes espécies.

2.4 Estresse abidtico

O estresse é um fator que exerce influéncia negativa sobre a planta e esté relacionado com
a aptidao dessa em enfrentar um ambiente desfavoravel, induzido mudangas e respostas em
todos niveis funcionais do organismo, 0s quais sao reversiveis a principio, mas podem se tornar
permanentes. Alguns fatores de estresse sdo: deficiéncia de O, estresse térmico, salinidade,
congelamento e déficit hidrico, os quais limitam o crescimento das plantas e em consequéncia
a produtividade (LARCHER, 2000; CARVALHO et al.,2006;).

Para o presente trabalho € importante destacar dois fatores, o estresse causado por
deficiéncia de O. e o déficit hidrico. O primeiro diminui a energia para sustentacdo dos
processos fisioldgicos, danifica as raizes, prejudica as partes areas e bloqueia a sintese de
proteinas. Efeitos deletérios causados pela deficiéncia de O, sdo encontrados comumente em
solos inundados ou compactados (PAIVA, 2006). Ja o segundo afeta varios processos
metabolicos das plantas, como o fechamento estomatico, reducdo da condutancia estomatica,
reducdo da fotossintese e transpiracdo, levando ao declinio da taxa de crescimento (SILVA et
al., 2002; GOMES et al., 2004; PORTES et al., 2006).

2.5 Estresse hidrico: condicdes in vitro

O estresse abidtico de maior limitacdo para o crescimento vegetal € o estresse hidrico
relacionado com a falta de precipitacdo em algumas épocas, ou seja, a falta de agua do solo que
diminui a disponibilidade de 4gua do solo para as plantas (SANTOS, 1998).

A absorcédo da agua ocorre do solo para as raizes por difusdo e quando o solo seca, 0 seu
potencial hidrico diminui, as plantas perdem turgor, murcham e ha um aumento na concentracao
de solutos (OLIVEIRA, 2006).

A falta de 4gua também influencia no processo de germinacdo das sementes. Conforme
Ortiz (2012), o potencial osmotico inferior ao potencial das células dificulta a absorgéo de agua,
pois afeta a velocidade, porcentagem e tempo de germinacdo. Em condigdes in vitro é possivel



16

simular condigdes de estresse e assim avaliar o comportamento, morfologia e fisiologia da
planta com a utilizagdo de agentes osmoticos.

Os agentes osmoticos limitam o crescimento dos explantes in vitro ao reduzirem o
potencial hidrico no meio de cultura, consequentemente inibe a absorcdo de dgua e nutrientes
pelo explante e diminui o vigor das plantas. Além disso, afetam a germinagdo das sementes de
forma diferente devido suas diferengas quimicas (ORTIZ, 2014; PEREIRA et al, 2014). Para a
simulacdo do estresse hidrico in vitro utilizam-se diferentes agentes osmdaticos, tais como
sacarose, manitol, sorbitol e PEG. O PEG ¢é o agente osmaético comumente utilizado na restricdo
hidrica pois € atoxico e ndo € absorvido pelas células devido seu alto peso molecular. Entretanto
pode provocar um atraso no processo germinativo das sementes (VILLELA et al.,1991).

Alguns autores relatam o comportamento de diferentes plantas em condi¢cbes de
simulacdo in vitro de estresse hidrico utilizando o PEG, como Meneses (2007) que verificou
um desenvolvimento maior da radicula em relagdo a parte area no cultivo in vitro do algodoeiro.
Pelegrini et al. (2013) observaram que a simulacdo do déficit hidrico com o uso de

Polietilenoglicol (PEG) inibiu drasticamente a germinacao de corticeira-da-serra.

O uso de PEG para simular o estresse hidrico tem sido utilizado em vérias espécies:
Erythrina falcata (PELIGRINI et al., 2013), Ateleia glazioviana (ROSA et al, 2005), Triticum
aestivum L. (FURLAN et al. 2014) e Hylocereus undatus (ORTIZ et al.,2013). Esses estudos
concluiram que a germinacdo das sementes é inversamente proporcional a concentragdo de
Polietilenoglicol, pois ocasiona a inibi¢do do crescimento pelo efeito osmoético (KAZUO et al.,
2000). Assim como o agente osmoético PEG, as concentracdes do agente geleificante Phytagel®
afeta o potencial osmético do meio de cultura. Além da inducdo do estresse hidrico promovido
pelo PEG, outro fator relevante é o estresse causado pela deficiéncia de O2 que também é objeto
de estudo desse trabalho e que seréa tratado abaixo.

2.6 Estresse por deficiéncia de Oz: condigdes in vitro

O estresse por deficiéncia de oxigénio esta relacionado com a inundacdo e compactacéo
do solo, pois 0 Oz se distribuem lentamente nesses ambientes devido o preenchimento dos poros
pela agua e reducéo dos espacos gasosos nos solos. Livre de oxigénio no solo microrganismos
anaerdbios transformam e criam um meio redutor liberando metabdlitos que em altas
concentragdes sdo toxicas as plantas (LARCHER,2000; TAIZ e ZEIGER,2013).
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De acordo com Muller (2001), simular a compactagédo no meio de cultura, estimula as
modificacfes metabolicas de cada espécie com o intuito de se adaptarem. A consisténcia do
meio de cultura pode reduzir a quantidade de oxigénio no sistema radicular além de influenciar
na absorcdo de nutrientes ,0 que causa efeitos indesejaveis no crescimento do explante
(SIQUEIRA et al., 2013).

O meio pode ser liquido, o que requer uma agitacdo para fornecer oxigénio necessario
para a respiracdo vegetal e ndo utilizar agentes solidificantes, reduzido os custos. No meio
liguido hd uma maior absorcéo dos nutrientes pelo contato direto pela epiderme das folhas,
caules e raizes (ULISSES et al., 2010).

Outro meio também rotineiramente utilizado é o solido, sua consisténcia funciona como
suporte para a planta e pode ser ajustado pela adicdo de agentes gelificantes como &gar ou
Phytagel®.Um aumento nas concentragdes desses solidificantes no meio de cultura pode
dificultar a absorcdo dos nutrientes, causar anoxia no sistema radicular e consequentemente
reduzir a multiplicacdo dos explantes (SIQUEIRA et al.,2013; VASCONSELOS et al., 2012).
De acordo com Almeida (2015) anlises crescimento de plantas cultivadas in vitro podem
auxiliar no entendimento do metabolismo, para o desenvolvimento de plantas que produzam

em condicdes de estresses.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi conduzido no laboratério de Biotecnologia do Centro de Pesquisas
em Ciéncias Agrarias (CPCA) no Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de

Minas Gerais, campus Montes Claros, no periodo de abril & outubro de 2017.
3.2 Material genético

As sementes foram doadas pelo setor de fruticultura do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras e ficaram armazenadas em pacote de papel em geladeira (10°C)

até a montagem do experimento.
3.3 Tratamentos

Foram instalados dois experimentos.
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Experimento (1) Potencial hidrico induzido por polietilenoglicol:

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, composto por
cinco tratamentos e quinze repeticdes, sendo uma semente por tubo de ensaio. Os tratamentos
foram constituidos de cinco diferentes potenciais hidricos, que foram obtidos pela adi¢do de
polietilenoglicol (PEG 6000) durante o preparo do meio de cultura, conforme estabelecido por
Michel et al. (1973), nas concentracdes de 0 g.L™ (controle, tratamentol), 24 g.L™* (tratamento
2), 48 g.L! (tratamento 3), 96 g.L™ (tratamento 4) e 120 g.L™ (tratamento 5), que induziram
potenciais hidricos médios de (0;-0,25 -0,50;-0,67 e -1,03 MPa), respectivamente (TABELA
1).

Tabela 1. Tratamentos correspondentes as concentragdes de polietilenoglicol (PEG 6000)
conforme Michel et al. (1973) e potenciais hidricos induzidos

Concentragoes de PEG

Tratamentos 6000 (g LY) PEG Ww (MPa)
1 0 0
2 24 -0,25
3 48 -0,5
4 96 -0,67
S 120 -1,03

Fonte: Do autor, 2017

Apos a desinfestacdo as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL
de meio de cultura MS distribuidos nos diferentes tratamentos para inducao do potencial hidrico
com polietilenoglicol (PEG 6000), sendo o meio de cultura gelificado com 1,8 g L? de
Phytagel®.

Experimento (2) Camada de impedimento fisico induzido por Phytagel®:

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado composto por
cinco concentragdes crescentes de Phytagel® (1,8; 2,8; 3,8; 4,8 € 5,8 g L) para a indugéo da
camada de impedimento fisico. Foram utilizadas quinze repeti¢bes, sendo uma semente por
tubo de ensaio. As sementes foram inoculadas em tubos de ensaio distribuidos nos diferentes
tratamentos, sendo composto por meio de cultura MS com diferente resisténcia, sendo a parte
inferior do tubo composta por 10mL de meio gelificado com concentragdes crescentes de de
Phytagel® (1,8; 2,8; 3,8; 4,8 € 5,8 g.L™ ) simulando a compactacéo do solo e a parte superior
com 5mL de meio de cultura gelificado com 1,8 de Phytagel®.
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3.4 Conducéo do experimento

As sementes foram lavadas em agua corrente durante 20 minutos. Em camara de fluxo
laminar as sementes foram imersas em alcool 70% (v/v) por 1 minuto e em seguida no
hipoclorito de sédio a 2% (v/v) por 15 minutos em agitacdo constante, com posterior lavagem
em agua destilada e autoclavada por 4 vezes (Figura 1).

As sementes foram inoculadas individualmente em tubo de ensaio contendo meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g.-. O pH foi ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem a 121 + 1°C e 1,05 atm, durante 20 minutos. As culturas foram mantidas em
ambiente de cultivo sob condic¢Ges de luminosidade (fotoperiodo 16 h) e temperatura (26°C)

controladas.

Figura 2. Desinfestacéo e inoculacdo das sementes de pitaia vermelha de polpa branca

em camara de fluxo laminar

Fonte: Do autor, 2017.

3.5 AvaliacOes

Aos 60 dias apés a germinacdo foram realizadas as avaliacbes com base nos seguintes
parametros: nimero de raizes, comprimento das raizes, didmetro e comprimento do cladédio.
indice de velocidade de germinacio (IVG) calculado de Maguire (1962), sendo: IVG = (G1/
N1)+ (G2 / N2) +..+ (Gn /Nn), onde: G1 = nimero de sementes germinadas na primeira
contagem; N1 = numero de dias decorridos até a primeira contagem; G2 = nimero de sementes
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germinadas na segunda contagem; N2 = nimero de dias decorridos até a segunda contagem; n

= Ultima contagem.
3.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software R®.0s dados quantitativos

foram submetidos a analise de regressao polinomial (P<0,05).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Potencial hidrico induzido por polietilenoglicol:

Ao termino do experimento e com o0 objetivo de verificar o comportamento da germinacgéo
de sementes de pitaia em condicdo de estresse hidrico simulado por polietilenoglicol foi

possivel obter respostas significativas para as variaveis de crescimento avaliadas.

Para indice de velocidade de germinacdo apresentado no grafico (1) pode-se observar
gue potenciais osmaoticos mais negativos dificultam a germinacdo da semente. Os resultados
revelam que a auséncia de PEG no meio de cultivo é uma condicdo 6tima para a germinacao da
semente, reduzindo essa resposta a medida que aumenta a concentracdo de PEG no meio, ou
seja, o indice de velocidade de germinacao reduz com a reducdo do potencial hidrico da solugéo
de cultivo.

Potenciais hidricos que correspondem a altas concentracfes de PEG, principalmente a
partir de -0,67MPa no meio de cultivo prejudicam sensivelmente a germinacdo das sementes
de pitaia, mas ndo impedem a ocorréncia do processo. Para as condi¢des apresentadas pode-se
notar que a partir da concentracdo de -0,50 MPa ja pode considerar uma condi¢do de estresse
hidrico para sementes de pitaia, ndo sendo estes recomendados para a germinacao e posterior
desenvolvimento das plantulas de pitaia. 1sso pode ser explicado pelo fato de que maiores
concentracdes de PEG reduz os niveis de potencial osmotico das solucdes.

O resultado apresentado no grafico (1) demonstra que a semente precisa absorver agua
para germinar, entdo observa-se que nos tratamentos com maior concentracdo de PEG,
correspondendo a um menor potencial hidrico, a semente tem sua absorcéo de agua dificultada,
ou seja, 0 menor potencial hidrico provavelmente limitou a realizag&o do processo germinativo.
Porém, mesmo considerando uma condicao estressante, causada pelo agente osmotico PEG, as

sementes conseguiram resistir tal condi¢do e germinaram.
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Grafico 1 — Indice de velocidade de germinacdo de sementes de pitaia aos 60 dias de
cultivo em meio MS com diferentes concentrac6es de PEG.

—— I G=5,3501"-0,3532%x 4 4x2 ~R2=0.99

VG

0.0 -0.25 -0.5 -0.67 -1.03

PEG Fw (Mpa)
Fonte:Do autor,2017.

O PEG no meio de cultura afeta o desenvolvimento da planta, pois a sua alta viscosidade
impede a absorcdo de agua pelos tecidos e,além disso, a baixa taxa de difusdo de O2 pode ter
comprometido a disponibilidade de oxigénio para as sementes durante o processo germinativo
(BRACCINI et al., 1996).

A reducgdo da germinacdo das sementes em maiores concentracdes de PEG 6000 ¢é
atribuida basicamente a reducdo da quantidade de dgua absorvida pelas sementes, uma vez que
ndo foram constatadas na literatura informacdes sobre possiveis efeitos toxicos provocados pelo
agente osmotico PEG 6000. Taiz e Zeiger (2013) atribuem o fato a aparente inibicéo da sintese
e, ou, a atividade das enzimas hidroliticas necesséarias a germinacdo das sementes, com 0

aumento da concentracdo das solu¢des osmoticas.

Para a germinacao de sementes, a absorcao de agua dé inicio a uma série de processos
fisicos, fisioldgicos e bioquimicos no interior da semente, os quais, na auséncia de outro fator
limitante, resultam na emergéncia da plantula (BRACCINI et al., 1998). No presente trabalho
o fator limitante foi a diminui¢do do potencial osmético causado pela adi¢do do PEG em meio
de cultivo. Tal evento permitiu a observacdo do comportamento de sementes de pitaia e a
resposta da germinacao em condicao de simulacao de déficit hidrico.

Tais resultados se aproximam dos encontrados por Ortiz (2014), que em diferentes
gendtipos de pitaia, 0 potencial osmotico mais negativo (abaixo de -0,25MPa) foi prejudicial

ao vigor e viabilidade da semente. Ao comparar com outras espécies pode-se observar que 0s
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potenciais sdo proximos, como por exemplo, a espécie Discocactus da familia das cactéceas
estudada por Nascimento et al (2013), em que ndo se observaram germinacdo entre 0s
potenciais -0,8 e -1,0 Mpa. Na espécie Erythrina falcata Benth. (Fabaceae) pesquisada por
Pelegrini et al (2013), o limite para germinacéo esta entre -0,2 e -0,4 MPa e para as espécies de
Eucalyptus estudada por Martins et al (2014) verificou-se que o limite de germinacao esta entre
-0,4 e -0,8 MPa.

E importante ressaltar que mesmo a pitaia sendo uma planta ristica e possuidora de
metabolismo CAM, a diminuicdo do potencial osmético no meio de cultivo, simulado pelo
agente estressante PEG foi capaz de promover uma condicdo de déficit hidrico, afetando sua
germinacdo. Para Carvalho (2005), para cada espécie existe um potencial hidrico limitante,

inferior ao qual as sementes ndo germinam.

Em relacdo ao comprimento da raiz, houve um decréscimo expressivo com 0 aumento da
concentracdo de PEG conforme pode ser observado pelo Grafico (2). Nota-se que a testemunha
apresentou 0 maior comprimento, ou seja, o potencial hidrico para o tratamento com a
testemunha é maior, sem a presenca do agente osmético. Nos potenciais osméticos entre -0,67
e -1,03MPa houve uma reducdo drastica do comprimento das raizes de 1,8 para 0,3 cm. Tal fato
pode ser explicado pela resposta ao déficit hidrico que tem como uma das suas consequéncias
a diminuicdo da turgéncia e do processo de crescimento das células uma vez que as raizes sdo
o principal meio de absorcdo da dgua pelas plantas (LARCHER,2000; TAIZ; ZEIGER,2013).

De acordo com Queiroz et al (1998) na cultura de Phaseolus vulgaris, assim como no
presente estudo ocorreu uma reducdo acentuada da radicula a partir de -
0,2Mpa, atingindo o valor zero de comprimento no potencial -0,8MPa. Ja no Gossypium
hirsutum o crescimento decresceu com valores proximos de -1,0MPa, havendo crescimento
acentuado até -0,4 MPa (MENESES,2007). Resultado também encontrado por Almeida et al
(2014) em pléantulas de Amburana cearensi,confirmando que baixos niveis de potencial

osmotico restringe a absorcao de agua inibindo o alongamento da radicula.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Gossypium
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Gréfico 2 —-Comprimento das raizes de plantulas de pitaia aos 60 dias de cultivo em meio MS
com diferentes concentracdes de PEG.

51 —— CR=498-561%x+1,11%* R*=0.99
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0.0 -0.25 0.5 -0.67 -1.03
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Fonte:Do autor,2017

O comprimento da parte aérea (cladodio) apresentado pelo grafico (3) teve um
comportamento similar ao do comprimento da raiz, também acentuando seu decréscimo no
potencial -0,2MPa. A baixa disponibilidade de agua atua reduzindo a velocidade dos processos
fisiolégicos e bioquimicos e, desta forma, as plantulas de pitaia em condi¢des de menores
potenciais hidricos apresentaram menor desenvolvimento, resultando em menor comprimento
de plantulas e certamente menor acimulo de matéria seca.

Girotto et al. (2012) trabalhando com sementes de trigo verificaram que para a maior
concentracdo testada de potencial osmotico do agente PEG (-0,80MPa) ndo verificaram
desenvolvimento satisfatorio da parte area. Resultado similar aos observados para pitaia, onde

altas concentracGes também desfavoreceu o comprimento da parte aérea das plantulas.
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Gréfico 3—-Comprimento do cladddio de plantulas de pitaia aos 60 dias de cultivo em meio
MS com diferentes concentracfes de PEG.

25 —— CC =2,62-6.94*x+4 54*x% R2=0,06
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Fonte:Do autor,2017.

Pelos resultados apresentados verificou-se que o desempenho das plantulas foi inibido
pelos potenciais osmoticos mais negativos. As caracteristicas comprimento das raizes e parte
aérea foram severamente afetadas pelo estresse hidrico.

O PEG tem sido utilizado com sucesso em trabalhos de pesquisa para simular os efeitos
do déficit hidrico nas plantas, por ndo penetrar nas células, ndo ser degradado e ndo causar
toxidez, devido ao seu alto peso molecular (HASEGAWA et al., 1984). De fato a presenga do
PEG no meio de cultivo ndo causou toxidez nas plantulas de pitaia e o que podemos inferir é
gue esse agente osmotico alterou o potencial hidrico do meio de cultivo provocando
modificacbes no comportamento fisiologico das plantulas. Percebe-se que as respostas
fisiologicas das plantulas de pitaia provavelmente € dependente da qualidade inicial das
sementes quando submetidas a uma situacéo de estresse hidrico.

As respostas fisioldgicas das plantulas de pitaia verificadas no trabalho podem ser
explicadas por Taiz e Zeiger (2013). Os autores explicam que o primeiro efeito mensuravel da
baixa disponibilidade de dgua é a reducédo no crescimento das plantas, causada pela diminui¢éo

da expansdo celular. O processo de alongamento celular e a sintese de parede sdo extremamente
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sensiveis ao déficit hidrico e a redugdo do crescimento como consequéncia da diminuigdo do
alongamento celular seria causada por um decréscimo na turgescéncia dessas células.

Para a pitaia, cultura que vem conquistando produtores da regido norte de Minas,
trabalhos relacionados com condicdes de estresse hidrico sdo relevantes e podem responder
algumas perguntas importantes que possivelmente irdo colaborar para um melhor desempenho

da cultura na regiao.

4.2 Camada de impedimento fisico induzido por Phytagel®:

Os parametros avaliados na simulacdo da deficiéncia de oxigénio induzido por doses
crescentes de Phytagel® apresentou significAncia para o crescimento e ndmero de raizes de
plantulas cultivadas in vitro da pitaia..

Pelo grafico (4) verifica-se que o maior comprimento (5,32cm) foi obtido na menor dose
de Phytagel® 1,8gL'(testemunha), com reducio significativa até a dose de 3,8gL™?, sendo essa
a mais prejudicial ao comprimento das raizes. Observa-se um retorno do crescimento na dose
4,8gL, com comprimento médio de 4,09.

Diferindo do presente estudo, Almeida (2015) trabalhando com cultivares de Musa sp. teve
o crescimento prejudicial das raizes na dosagem de 4, 8gL%. Ja Gopal (2007) utilizando o agente
solidificador agar, em gendtipos de Solanum tuberosum na concentragio de 6gL verificou um

comprimento de 2,96cm e na concentragdo de 14 gL 86cm.

Gréfico 4 —-Comprimento da raiz de plantulas de pitaia aos 60 dias de cultivo em meio MS
com doses crescente de Phytagel®.
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Fonte: Do autor,2017.
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Em relagdo ao numero de raizes (Grafico 5), os resultados foram semelhantes aos do
comprimento de raizes, observando maior quantidade de raizes na menor concentracdo de
Phytagel® 1,8gL(testemunha), visualizando uma diminuicio dessa caracteristica com o
aumento das concentracdes do agente gelificante até 4,8gL™t. Novamente se observa uma
retomada do ndimero de raizes apds a dose de 4,8gL™.

Gréfico 5 —Numero de raizes de plantulas de pitaia aos 60 dias de cultivo em meio MS com
doses crescentes de Phytagel®.
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Fonte:Do autor,2017.

O aumento das concentragdes do agente gelificante afeta negativamente o
desenvolvimento da plantula de pitaia, pois aumenta a resisténcia do meio de cultivo,
dificultando a absorcdo de agua e nutrientes pelo explante. Sabe-se que para que ocorra 0s
processos fisiologicos e bioquimicos referentes a germinacdo, deve haver uma boa
disponibilidade de a4gua para a semente. Uma condicdo de maior concentracdo de phytagel no
meio de cultivo aumenta a resisténcia do mesmo e consequentemente limita o desenvolvimento
do processo germinativo, comprometendo também as respostas fisioldgicas de crescimento da
plantula.

Tais resultados podem ser explicados por Siqueira et al (2013), onde os autores explicam
que o aumento da consisténcia do meio de cultura pode causar sérios transtornos ao crescimento
e desenvolvimento do explante, onde uma maior resisténcia, consisténcia do meio, reduz a
quantidade de oxigénio. Gopal et al (2008) relatam que altas concentracdes de phytagel

também pode afetar o potencial osmotico reduzindo a quantidade de agua do meio nutritivo e
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de acordo com Almeida (2015) altas doses de Phytagel® no meio de cultura prejudica o
desenvolvimento do sistema radicular.

Fazendo um paralelo do estado fisico do meio de cultura solidificado com altas
concentracdes de Phytagel®, com solos compactados, podemos inferir que a estrutura do solo,
assim como do meio de cultura, tem influéncia no crescimento e alongamento radicular das
culturas, podendo dificultar a absor¢éo de 4gua e nutrientes. E importante destacar que as raizes
sdo de fundamental importancia para a nutricdo das plantas, pois sdo estruturas responsaveis
pela absorcdo de agua e nutrientes, os quais sdo translocados via xilema para realizacdo da
fotossintese.

Estudos de simulagéo de camada de impedimento em condicGes in vitro séo relevantes

e pode auxiliar estudos de fisiologia das plantas.

5 CONCLUSAO

O polietilenoglicol é um osmorregulador que pode ser usado para simular as condi¢des
de déficit hidrico na cultura da pitaia in vitro em que a concentracdo de -0,67 MPa é suficiente
para promover modificacdes morfoldgicas e de potenciais osmoticos nas plantulas de pitaia.

A adicéo do Phytagel® na concentragdo de 3,8 gL! simula uma camada de impedimento
fisico que também promove modificacfes morfoldgicas nas plantulas de pitaia.
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