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Multiplicagao in vitro de pitaia vermelha por meio de
biorreatores de imersao temporaria (BIT’s)’

INTRODUGAO

O consumo de frutas exéticas tem apresenta-
do um amplo aumento nos Ultimos anos, manifestan-
do interesse em escala comercial, tanto para produ-
tores, quanto para consumidores internos e externos
(LOPES et al., 2016). Dentre as frutas exdticas com
grande potencial de comercializagédo, encontra-se a
pitaia vermelha (Hylocereus costaricensis) (Fig.1),
fruta rastica pertencente a familia Cactaceae (COR-
DEIRO et al., 2015). Sua aparéncia exotica, sabor
doce e suave, polpa firme e suas caracteristicas nu-
tricionais e funcionais tornam seu cultivo promissor
(MARQUES et al., 2011). O alto valor pago pelo quilo
da fruta também constitui grande atrativo para o plan-
tio dessa frutifera (LOPES et al., 2016).

Esta Circular Técnica visa abordar a multipli-
cacgao in vitro de pitaia vermelha usando a tecnologia
dos biorreatores de imersao temporaria (BIT’s).

PROPAGAGAO DA PITAIA

A propagacéo de pitaia € comumente realiza-
da por meio de sementes ou estaquia. No entanto, a
propagacéo via sementes é desaconselhavel devido
a juvenilidade, e a propagacgao vegetativa por esta-
cas pode propagar doengas. Assim, a cultura de te-
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Figura 1 - Pitaia vermelha (Hylocereus costaricensis) utili-
zada para a micropropagagdo em biorreatores
de imerséo temporaria (BIT’s)

Fonte: Jardim Exético Mudas (2021).

cidos pode auxiliar na propaga¢ao de mudas de me-
Ihor qualidade, uma vez que esta técnica possibilita
obtencgao de plantas sadias e produgao de mudas em
larga escala a partir de pequena quantidade de mate-
rial propagativo (MENEZES et al., 2012).

Na propagacéo de frutiferas, os fitorregulado-
res mais utilizados s&o as auxinas, giberelinas e ci-
tocininas. As auxinas sao utilizadas para promover a
diferenciagédo e o crescimento de raizes adventicias,
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as giberelinas para a quebra de dorméncia de se- Figura 2 - Sementes de pitaia vermelha (Hylocereus
mentes e as citocininas para aumentarem a prolifera- ] c;ostaricensi
cdo de brotacdes (HARTMANN et al. 1997). — 2

Dessa forma, objetivou-se com este experi-
mento avaliar diferentes combinacgdes de citocininas
no cultivo in vitro da pitaia vermelha em BIT’s, visan-
do a produgao de mudas de qualidade.

CONDUGAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratério
de Biotecnologia Vegetal do Campo Experimental
do Gorutuba (CEGR) da EPAMIG Norte, em Nova
Porteirinha, MG. As sementes de pitaia vermelha (H.
costaricensis) foram coletadas de frutos maduros, %
separadas da polpa e submetidas aos seguintes pro- ' !
cedimentos:

a) desinfestacdo, que se constituiu da imer-
séo em alcool 70% por 1 minuto € em hi-
poclorito de sédio 1% por 20 minutos, fi-
nalizando com triplice lavagem em agua
destilada estéril;

b) transferéncia das sementes, apds a desin-
festacdo, para frascos contendo meio de
cultura semissélido, sais e vitaminas no
meio Murashige & Skoog (MS) (MURASHI-
GE; SKOOG, 1962) (Fig. 2A e 2B), com
adicao de 30 g/L de sacarose e solidificado
com 6,0 g/Lde agar;

c) ajuste do potencial hidrogeniénico (pH) do
meio para 5,8 antes da autoclavagem a
121 °C e 1,0 atm de pressao por 20 minutos.

-

Fotos: Selma Silva Rocha

% -
Nota: A - Sementes que passaram pelo processo de desin-
festagdo; B - Sementes germinadas in vitro.

Figura 3 - Cladddios de pitaia vermelha (Hylocereus
costaricensis) utilizados na micropropagagao
da espécie e acondicionados em biorreatores
de imersao temporaria (BIT’s)

. -

Explantes —

Como fonte de explantes, utilizaram-se seg-
mentos de cladddios de 1,0 cm provenientes da ger-
minagéo in vitro das sementes (Fig. 3).

Os explantes foram acondicionados em BIT'’s
contendo meio de cultura com liquido, acrescido
200 mg/L de &cido ascorbico e 0,25 ml de Plant Pre-
servative Mixture Sigma (PPM).

O tempo de imerséo dos explantes foi ajusta-
do para 3 minutos a cada 4 horas com os devidos
tratamentos.

Os ftratamentos consistiram em diferentes
combinagdes de fitohorménios em meio MS basal
contendo:

a) 4 mg/L de zeatina;

b) 4 mg/L de zeatina + 1 mg/L de cinetina;
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c) 4mg/L de zeatina + 1mg/L de AIB;

d) 4 mg/L de zeatina + 1 mg/L de cinetina +
1 mg/L de acido indolbutirico (AIB), acresci-
do de 30 g/L de sacarose, com pH do meio
ajustado para = 5,7.

Apos a introducao, os explantes foram trans-
feridos para sala de crescimento, submetidos a fo-
toperiodo de 16 horas, obtido a partir de lampadas
LED branca (40 pymol m?/s) e temperatura média de
25 °C durante 30 dias. Finalizado este periodo, foram
avaliados:

a) comprimento da parte aérea;
b) diametro;
c) numero de brotos e raizes;

d) massa fresca e massa seca.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, totalizando cinco tratamentos com uma
repeticdo, sendo que cada repeticdo continha 20 ex-
plantes por biorreator.

Analise estatistica

Apos analise das variancias para as amostras
e o0 nao atendimento das suposi¢des sobre distribui-
¢ao normal e homogeneidade, obtidas pelo teste de
Shapiro-Wilk e pelo teste de Bartlett, ambos a 5%
de probabilidade de erro, os dados foram submetidos
ao teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p<0,05)
e as médias comparadas pelo teste de Bonferroni
(p<0,05), por meio do software estatistico R versao
3.5.2, com auxilio do pacote Agricolae.

AVALIAGAO DOS RESULTADOS

Houve diferencga significativa (p<0,05) para as
variaveis: comprimento da parte aérea, numero de
brotos, massa fresca e massa seca (Tabela 1).

Comprimento da parte aérea

Para o comprimento da parte aérea, a dose
4 mg/L zeatina + 1 mg/L AIB apresentou resultados
inferiores em relagdo aos demais tratamentos. Esse
fato pode estar relacionado com o desbalango entre
citocinina e auxina. Dependendo da concentragao e
do tempo de exposigcdo, a auxina inibe ou estimula
o crescimento e a diferenciacdo dos tecidos, exis-
tindo um nivel 6timo para essas respostas fisioldgi-
cas (BOTELHO et al., 2005). Segundo Taiz e Zeiger
(2013), a inibicdo, além da concentragao 6tima, é em
geral atribuida a biossintese de etileno induzida por
auxina.

Numero de brotos

Ao contrario do que foi observado neste ex-
perimento, Ziuge (2019) trabalhando com zeatina,
verificou efeito negativo ao comparar com a testemu-
nha para varidveis comprimento de brotacao e taxa
de multiplicagédo. Ja utilizando 6-benzilaminopurina
(BAP), apresentou efeito positivo, pois estimulou a
emissao de brotagado nos explantes e a taxa de mul-
tiplicacao.

O maior numero de brotos foi obtido com 4 mg/L
de zeatina sem combinag¢do com outro fitorregulador.
As citocininas, em conjunto com outros hormonios

Tabela 1 - Desenvolvimento da pitaia vermelha (Hylocereus Costaricensis) cultivada em diferentes combinagdes de fitor-

reguladores

Comprimento ~ Massa Massa
) . Brotacdes
Doses de fitorreguladores parte aérea () fresca seca
(cm) (9) (9)
Meio MS basal 1,81 a 0,40 ab 0,07b 0,022 ab
4 mg/L zeatina 1,91a 0,80 a 0,12 a 0,05 a
4 mg/L zeatina + 1 mg/L cinetina 1,80 a 0,86 ab 0,13 a 0,05a
4 mg/L zeatina + 1 mg/L AIB 1,37 b 0,06 b 0,02 c 0,01b
4 mg/L zeatina + 1 mg/L cinetina + 1 mg/L AIB 1,92 a 0,26 b 0,08 ab 0,027 ab
t-value 2,89 2,89 2,89 2,89
Teste F 0,0001 0,004 5,4x10® 0,021

Fonte: Elaboragéo das autoras.

Nota: Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente quanto ao teste de Kruskal-Wallis pelo método

de Bonferroni.
t-value - valor do teste.
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vegetais, sdo responsaveis por estimular a divisdo
(mitose) e a diferenciacao celular.

Morfogénese in vitro

A partir desses processos citocinicos, essas
células podem ser transformadas em 6rgaos do ve-
getal (morfogénese) (CRUVINEL; VASCONCELLOS;
MARTELLETO, 2019). Diversos estudos utilizando a
citocinina BAP, no cultivo in vitro de pitaia, também
induziram maior numero de brotagdes adventicias
(MENEZES et al., 2012; FAN et al., 2013).

Em trabalho com a pitaia, Hua et al. (2015) ob-
servaram que o regulador de crescimento BAP sozi-
nho é capaz de induzir multiplos brotos. No entanto,
o melhor resultado foi obtido com a combinagao de
cinetinas (zeatina e BAP) para a multiplicacdo da
parte aérea.

Massa fresca e massa seca

Para as variaveis massa fresca e massa seca,
as doses 4 mg/L zeatina e 4 mg/L zeatina + 1 mg/L
cinetina foram as que proporcionaram maiores valo-
res.

Os apices vegetativos sao responsaveis por
controlar a distribuicdo de citocininas, que por sua
vez redirecionam o fluxo de assimilados (MURAI,
2014). Dessa forma, essa variagdo pode explicar o
aumento da massa fresca no experimento.

O aumento observado na matéria fresca tam-
bém foi observado por Menezes et al. (2012), utili-
zando acido naftalenoacético (ANA), BAP ou cinetina
no meio MS nas concentragdes de 0,1 mg/L de ANA
e 1 ou 5 mg/L de BAP ou cinetina em relagéo ao con-
trole meio MS.

Um dos fatores para o sucesso do cultivo in
vitro é a escolha dos fitorreguladores e suas adequa-
das concentragdes a serem utilizadas no meio de
cultura. O balango hormonal entre auxinas, citocini-
nas e giberelinas faz-se necessario, sendo variavel
de acordo com cada espécie. Apesar deste experi-
mento utilizar apenas citocininas no meio de cultura,
observa-se que a zeatina isolada de outra citocinina
é eficiente para o processo de indugao de parte aé-
rea no cultivo de pitaia em BIT’s.

Este é o primeiro experimento com a cultura,
no qual se utiliza o processo de BIT’s para a multipli-
cagao massal de mudas.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os biorreatores apresentam-se como alter-
nativa promissora a propagagao de pitaia in vitro. A
utilizagcao da zeatina, isolada de outra citocinina, foi
eficiente para a indugao de brotos. Apesar de 4 mg/L
zeatina + 1 mg/L cinetina também promoverem o de-
senvolvimento da parte aérea, brotacbes e massa
seca e fresca, 0 uso de apenas uma citocinina é mais
viavel economicamente para o processo de produgéo
de mudas in vitro. O aumento de brotacdo devera
promover aumento estomatico e, consequentemente,
melhor adaptacao ao processo de aclimatagao das
plantas. Ainda é necessario adequar um protocolo
eficiente para a producgéo de raizes in vitro com a uti-
lizacdo de uma auxina eficiente para este processo.
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