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RESUMO

Os produtores de frutiferas tém apostado em frutas como a pitaia, que além de possuir valor
econémico atrativo, desperta interesse aos consumidores que buscam por uma alimentagéo
saudavel e de qualidade, aliada na prevencdo de doencas, com isso ressalta-se a importancia
do seu cultivo. Nesse contexto, objetivou-se promover um processo de micropropagacao e
obtencdo de mudas de pitaia de polpa vermelha (Hylocereus polyrizus) sob adi¢do de selénio
e substancias humicas. Verificou-se o efeito de diferentes fontes de Selénio (selenato e
selenito de sodio) e concentragdes (0, 12, 24, 36, 48 e 60 umol L) sobre plantulas cultivadas
in vitro e aclimatizadas, visando avaliar seu acimulo e as caracteristicas fisioldgicas em
pitaias de polpa vermelha e a viabilidade da biofortificacdo por cultura de tecidos. O
experimento foi disposto em delineamento intereiramente casualizado (DIC), com cinco
repeticdes por tratamento, contendo seis tubos por repeticao. Por outro lado, para o estudo das
substancias humicas, avaliaram-se acidos himicos e acidos falvicos e concentragdes (0, 5, 10,
20 e 40 mg L) e seus efeitos sobre o crescimento, variaveis fisiologicas e anatdmicas em
plantas cultivadas in vitro e aclimatizadas, tendo em vista melhor desempenho e tolerancia em
pitaias vermelhas. Foram utilizadas cinco repeticdes (10 tubos/repeticdo) em esquema fatorial.
Dessa forma, conclui-se que a concentragdo 36 pmol L de selenato foi a mais eficiente para
a obtencdo de plantas com maiores acumulos de selénio apds aclimatizadas, sem acarretar
prejuizos em caracteres fitotécnicos, complexos enzimaticos e fotossintetizante e a cultura de
tecidos é viadvel para na biofortificacdo de pitaia. Além disso, constatou-se que a concentracdo
20 mg L-1 de &acido fdlvico e promoveu um destaque para suas caracteristicas de
enraizamento e variaveis anatbmicas das plantas de pitaia.

Palavras-chave: Hylocereus. Biofortificacdo. Substancias Humicas.



ABSTRACT

Fruit producers have invested on fruits such as pitaya, witch besides having an attractive
economic value, awakens interest to consumers who seek a healthy and quality diet, combined
with the prevention of diseases, thus emphasizing the importance of its cultivation. In this
context, the aim of this study was to promote a micropropagation process and obtain seedlings
from red fleshed pitaya (Hylocereus polyrizus) under addition of selenium and humic
substances. The effect of different Selenium sources (selenite and sodium selenite) and
concentrations (0, 12, 24, 36, 48 e 60 pumol L) on seedlings cultivated in vitro and
acclimatized was verified, in order to evaluate their accumulation and physiological
characteristics in red fleshed pitayas and also the viability of biofortification by tissue culture.
A completely randomized design (CRD) was used, with five replications per treatment,
containing six tubes per replication. On the other hand, for the study of humic substances,
humic and fulvic acids and concentations (0, 5, 10, 20 e 40 mg L™) and their effects on
growth, physiological and anatomical variables in in vitro and acclimatized cultivated plants
were evaluated, aiming better performance and tolerance in red pitayas. Five replications (10
tubes/replications) were used in a factorial design. Therefore, it is concluded that the
concentration 36 pmol L™ of selenate was the most efficient to obtain plants with higher
accumulations of selenium after acclimatization, without causing losses int phytotechnical
characters, enzymatic and photosynthesis complexes and tissue culture is viable for the
biofortification of pitaya. In addition, the concentration of 20 mg L™ of fulvic enhanced its
rooting characteristics and anatomical variables of pitaya plants.

Keywords: Hylocereus. Biofortification. Humic substances.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A producdo mundial de frutas exoticas encontra-se em expansdo. Espécies ainda
pouco conhecidas de frutiferas tém sido estudadas como alternativa as espécies tradicionais a
fim de atender novas demandas e exigéncias de mercados interno e externo por novos sabores,
cores e texturas.

Assim, os produtores tém apostado em frutas como a pitaia, que além de possuir
valor econdmico atrativo, desperta interesse aos consumidores que buscam por uma
alimentacdo saudavel e de qualidade, aliada na prevencdo de doencas.

Essa fruta, conhecida como fruta do dragdo, possui uma qualidade nutricional
bastante interessante expressando quantidade significativa de compostos fendlicos,
proteinas, betalainas, vitaminas B, C e, bem como minerais, como ferro, cobre e zinco, o
que a faz ser chamada de superfruta e ser aliada no combate ao cancer e doencas
cardiovasculares.

A propagacdo dessa planta € via seminifera, mas normalmente é feita
vegetativamente por meio de estacas de cladodios que devido a sucessivas podas sao
abundantes, contudo tem o empecilio de poder disseminar doencas. Contudo, a
micropropagacdo € uma técnica viavel para essa espécie, pois as plantas sdo multiplicadas
rapidamente e com boas condic@es fitossanitarias, gerando beneficios para o produtor.

Na micropropagagdo usa-se um meio de cultivo que pode ser enriquecido com
diversos fitorreguladores e nutrientes. O selénio (Se) é um elemento ndo essencial, porém
benéfico as plantas e pode ser adicionado ao meio de cultivo. Ja para a espécie humana é
considerado um elemento essencial e tem efeito protetor contra cancer, doengas
cardiovasculares e diabetes.

In vitro, o Se adicionado no meio de cultivo pode ser absorvido pela planta e
armazenado em sua biomassa. Esse elemento em certas doses pode ser benéfico durante o
desenvolvimento das plantas levando assim uma muda de maior qualidade ao campo e com
o diferencial da presenga do selénio em sua composicdo. Visto que cladddios de pitaias
tambem sdo comestiveis.

Outros componentes que podem ser acrescentados ao meio de cultivo sédo as
substancias humicas, as quais impulsionam o crescimento e desenvolvimento de plantas

por meio da melhoria da absor¢do de nutrientes por meio de seu estimulo a promocgao
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radicular. Por conseguinte, as plantas quando aclimatizadas tem melhor toleréncia as
adversidades do campo.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes fontes de selénio
(selenato e selenito de sdédio) e suas concentracGes, em plantas cultivadas in vitro e
aclimatizadas, visando seu acumulo e caracteristicas fisiologicas em pitaias de polpa
vermelha (Hylocereus polyrizus). Como também avaliar o efeito de diferentes fontes de
substancias humicas (acidos humicos e &cidos fulvicos) e suas concentragdes sobre o
crescimento, varidveis fisiologicas e anatdmicas em plantas cultivadas in vitro e
aclimatizadas, tendo em vista 0 melhor desempenho em pitaias vermelhas (Hylocereus

polyrizus).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Classificacdo botéanica, composicdo quimica e aspectos fisioldgicos

A pitaia é uma planta rustica, originaria da América Central e encontrada do Sul do
México ao norte da América do Sul (LUDERS e MCMAHON, 2006; MOREIRA et al.,
2012). Acredita-se que o Brasil seja um dos centros de origem dessas plantas
(JUNQUEIRA et al., 2010) da familia Cactaceae.

Vaérias espécies de pitaia podem ser encontradas no mundo, tornando assim a
classificacdo botanica dificil (LIMA et al., 2013). A pitaia de casca e polpa vermelha
(Hylocereus polyrhizus), € a que apresenta maior producdo e consumo (LE BELLEC et al.,
2006). Essa especificamente pertence ao género Hylocereus Britton & Rose. Os outros
géneros principais das pitaias sdo: Stenocereus Britton & Rose, Cereus Mill. e Selenicereus
(A. Berger) Riccob (LE BELLEC et al., 2006).

O género Hylocereus esta amplamente distribuido em todo o mundo em 16
espécies, difundidas em locais onde as condi¢des ecoldgicas sdo limitantes (SOLANO et
al., 2005). As mais cultivadas sdo H. undatus, pitaia vermelha e de polpa branca; H.
polyrhizus, pitaia de casca e polpa vermelha, e H. ou Selenicereus megalanthus, pitaia
amarela de polpa branca (LE BELLEC et al., 2006; ORTIZ-HERNANDEZ e CARRILLO-
SALAZAR, 2012; CEJUDO-BASTANTE et al., 2016).

Existe uma confusdo no reconhecimento das espécies devido a ampla variacdo
morfolégica nas estruturas vegetativas, sendo a classificacdo baseada geralmente no
nimero de aréolas, contorno da haste, no tamanho e cor dos frutos (CALIX DE DIOS,
2005) namero e tamanho das bracteas, além de teor de sélidos soltveis (CASTILLO-
MARTINEZ et al., 2005).

Plantas do género Hylocereus sdo hemiepifitas (CACIOPPO, 1990), tem sistema
radicular superficial, fasciculado com aproximadamente 15 cm de profundidade no solo
(LE BELLEC; VAILLANT e IMBERT, 2006), possuem cladddio (caule) suculento
(CANTO; 1993) em formato triangular (LICHTENZVEIG et al., 2000) com espinhos de 2
a 4 cm de comprimento (CANTO, 1993). Esses espinhos sdo formados a partir de
estruturas especializadas chamadas aréolas, que também originam hastes (brotos
compridos), folhas e flores.

A espécie H. polyrhizus apresenta flores brancas com sépalas de &pices

avermelhadas, medindo de 25 a 30 cm de comprimento. Os frutos medem de 10 a 12 cm de
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didmetro, pesando até 350 g e possuem coloracgdo de polpa da cor vermelha (LE BELLEC;
VAILLANT e INBERT, 2006) com pequenas sementes pretas ovaladas, de 2-3 mm de
largura, em grande numero e eficientes na germinacdo (HERNANDEZ, 2000).

Nessa espécie existem as variedades Cebra e Orejana, que se diferem entre si pela
coloragéo da polpa e escamas dos frutos. A Orejana apresenta escamas mais alongadas e
sua polpa é mais avermelhada, j& a Cebra possui escamas mais curtas e polpa de coloragdo
vermelho forte, mais voltada para roxo (MOREIRA, 2018).

Seu florescimento em Lavras-MG ocorre de novembro a marco (dias longos)
(MARQUES et al., 2011) e ap6s a antese os frutos demoram cerca de 34 a 43 dias para
maturacdo completa (MARTINS e CAVALLARI, 2011). Esses frutos possuem quantidade
significativa de compostos fendlicos, betalainas (GARCIA-CRUZ et al., 2013), vitaminas,
bem como minerais, como potassio, ferro, calcio, manganés e zinco (CORDEIRO et al.,
2015). No caso da presenca de selénio em frutos de Hylocereus undatus, Jeronimo, (2016)
observou que ndo havia a presenca do oligoelemento em sua composicéao.

E importante ressaltar que as hastes jovens de Hylocereus também sdo comestiveis
(CASTILLO -MARTINEZ; LIVERA-MUNOZ e MARQUEZ-GUZMAN, 2005;
JUAREZ-CRUZ et al., 2012), bem como botdes de flores frescas que sdo preparados na
forma de legumes, enquanto os secos sdo usados para a medicina caseira (ORTIZ-
HERNANDEZ, 1999), em Taiwan, as flores secas sdo consumidas como vegetais
(MIZRAHI e NERD, 1999). Juarez-Cruz et al. (2012) consideram hastes jovens de alto
valor nutricional; P K Ca Mg Na (0,2; 2,3 - 4,8; 0,4 -0,5; 0,6 - 0,7; 0,07 a 0,1) em % de
MS (massa seca): Cu Fe Mn Zn (9 - 16, 7,5 - 28,8, 30,5 - 40, 9,1 - 34) em mg kgt de MS.

A planta tem baixa exigéncia hidrica e alto potencial produtivo, podendo assim ser
cultivada em areas com pequenas pluviosidades ou com periodos de secas sazonais,
(ALVARADO; CRUZ e RINDERMANN, 2003). Segundo Garcia-Rubio (2015) o género
Hylocereus requer precipitacdo média anual de 800 a 1.500 mm e temperatura média (20 a
24 °C). Isso se deve ao fato da pitaia possuir caracteristicas morfologicas para controlar
condigdes adversas, como o metabolismo &cido crassulaceo (CAM), modificacdo do caule
para 0 armazenamento de agua, a reducdo ou auséncia de folhas e a superficie cerosa.
(CEUSTERS et al., 2009).

2.2 Selénio e cultura de tecidos
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Os seres humanos necessitam de pelo menos 50 nutrientes dos quais 22 sdo
essenciais para uma vida saudavel, (WELCH e GRAHAM, 2004; WHITE e BROADLEY,
2005; GRAHAM et al., 2007) nutrientes esses que sdo obtidos muitas vezes a partir de
plantas que os absorvem e acumulam nos seus tecidos (DE ALMEIDA; DUTRA e FILHO,
2016).

Muitas pessoas ainda ndo tém acesso a todos esses nutrientes e deficiéncias
nutricionais atingem grande parte da populacdo mundial. Estima-se que 15% da populacao
mundial é deficiente em Se (WHITE e BROADLEY, 2005), ou seja, aproximadamente um
bilhdo de pessoas (COMBS, 2001). E estimado que a deficiéncia de micronutrientes no
geral, atinge trés bilhdes de pessoas em todo o mundo, principalmente nos paises em
desenvolvimento (ANDRE et al.,2018) e a causa disso esté relacionada a solos com baixa
fitodisponibilidade de micronutrientes e a um consumo de alimentos com baixo conteudo
nutricional, relacionado a auséncia de produtos de origem animal na dieta (WELCH,;
GRAHAM, 2002, WELCH e GRAHAM 2005; WHITE e BROADLEY, 2005; GRAHAM
etal., 2007).

A disponibilidade de Se nos solos advém de varios fatores, sendo a interacdo entre
as espécies Se e o0s componentes solidos do solo um principio importante a ser
considerado. Assim, fala-se que os solos tropicais possuem altas quantidades de 6xidos de
ferro (Fe) e aluminio (Al), ambos com alta capacidade de reter &nions como selenato,
diminuindo assim a disponibilidade de Se na solucdo desses solos (ARAUJO et al., 2018;
LESSA et al., 2016).

No Brasil segundo Lopes; Avila e Guilherme (2017) e dos Reis et al. (2017) as
culturas agricolas acumulam baixas quantidades de Se devido ao sua pequena quantidade
nos solos e como forma de combater as deficiéncias nutricionais em humanos, a
biofortificacdo de plantas surgiu como uma alternativa de enriquecimento nutricional dos
alimentos durante a producdo no campo pela adi¢do de nutrientes, podendo ser executada
de duas formas: pelo melhoramento genético — biofortificacdo genética (convencional ou
transgenia) ou pelo manejo da cultura — biofortificacido agrondmica (VERGUTZ et al.,
2016). A biofortificagdo agrondmica é efetuada por meio de algumas técnicas, tais como:
adubacdo via solo, tratamento de sementes, aplicagédo foliar e hidroponia (LOUREIRO et
al., 2018).

As fonte de Se, selenato e selenito, sdo as formas mais utilizadas em praticas de
biofortificacdo na agricultura (PENG et al., 2016).
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Além das técnicas de cultivos convencionais no solo, a micropropagacao se destaca
como uma forma alternativa de cultivo, em que as plantas sdo submetidas a condicdes
especificas, como adi¢cbes de componentes no meio de cultura e assim gerando a
possibilidade de se incluir elementos como o Se com intuito de obtencdo dos beneficios
que ele pode fornecer. Em teoria, 0s vegetais cultivados em meio de cultura séo capazes de
absorver Se e armazena-lo em sua biomassa e redistribui-lo para os frutos ao longo do seu
ciclo de vida.

Nenhum trabalho até o momento quantificou-se o Se absorvido e acumulado nas
plantas in vitro, bem como a sua extrapolacdo para casa de vegetacdo como proposto no
presente trabalho.

Ha registros sobre inducdo de variacdo somaclonal induzida por micropropagacéo
tendo em vista aumentar betacaroteno para agregar teores de vitamina A em batata doce
(AKOMEAH et al., 2019) e uso de protoplastos em petinia (POTRYKUS, 2015).

H& também artigos sobre o impacto do Se no crescimento de plantas medicinais e
producdo de metabolitos, enzimas e proteinas in vitro, (KAPOOR et al., 2012) sobre
propriedades fisioldgicas (DOMOKQOS-SZABOLCSY et al., 2018) e até mesmo a respeito
do aparato fotossintético e sua potencial acdo atenuante frente ao excesso e escassez de outros
micronutrientes in vitro (SOUZA, 2018).

Deve-se ressaltar que como o selénio estimula o crescimento das plantas e auxilia
na resisténcia a estresse hidrico (ANDRADE et al., 2018) e a estresses abioticos no geral
(FENG et al., 2013), mudas aclimatizadas advindas de cultura de tecidos terdo alta

qualidade fitossanitéria aliada a resisténcia.

2.2.1 Selénio e sua relacdo com as plantas e seres humanos

O selénio ¢ um elemento de nimero atdmico 34 e massa atdmica 78,96 g mol™,
representado pelo simbolo Se. Na tabela periddica € encontrado entre o enxofre (S) e o
telario (Te), considerado um metaloide com propriedades quimicas e fisicas muito
semelhantes as do enxofre (TINGGI, 2003). Estima-se que ele seja 0 69° elemento mais
abundante na crosta terrestre (ATSDR, 2003).

O selénio presente no solo origina-se a partir de diferentes fontes, sendo elas: fonte
litogénica, pedogenética, fitogénica, atmosférica e antropogénica. E ocorre naturalmente
sob quatro estados: elementar (Se®), seleneto (Se?), selenito (SeO3%) e selenato (Se04%), e

ainda em formas orgénicas (compostos metilados, selenoaminodacidos, selenoproteinas e
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seus derivados) ou como dioxido de Se nas cinzas provenientes da calcinagdo de minérios
sulfetados (FISHBEIN, 1991; KABATA-PENDIAS e MUKHERJEE, 2007). O
comportamento e a geodisponibilidade do Se em solos sdo bastante instaveis e complexos
(DE ALMEIDA; DUTRA e FILHO 2016). Segundo esses autores, o0 selenito e o selenato
sdo as formas inorgéanicas de Se predominantes em grande parte das condi¢des redox
naturais do solo, sendo que o selenito apresenta o maior potencial toxico. As plantas
podem absorver o Se como selenato, selenito ou como complexos organicos de Se (LI et
al., 2008).

O teor médio de Se nos solos do planeta é estimado de 0,2 a 0,33 mg dm, (USGS,
2004) sendo os teores mais altos observados em solos argilosos e organicos (KABATA-
PENDIAS e MUKHERJEE, 2007).

Em se tratando do contetdo de Se em solos brasileiros, baseando nos teores
oriundos de 7 Estados, a mediana é de 70 ug kg (DOS REIS et al., 2017), que é um valor
considerado baixo, que gera assim alimentos com niveis muito baixos de Se produzidos
nesses solos. Outro estudo determinou teores de Se em solos do cerrado brasileiro variando
de 22 a 72 pg kg (CARVALHO et al., 2019). Nesse contexto, o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento permite desde o ano de 2016 a adicdo de Se nos fertilizantes
utilizados no Brasil pela normativa N° 46/2016 (BRASIL, 2016).

E importante ressaltar que as culturas agricolas s&o sensiveis as altas concentrages
de Se nos tecidos, e essa sensibilidade varia entre as espécies (RANI et al., 2005; LYONS
et al., 2005). Em baixas concentracdes na planta, o Se atua como antioxidante, o que
permite aumentar producdo de biomassa vegetal (RAMOS et al., 2010), sendo assim
benéfico para o crescimento das mesmas, enquanto que, em altas concentragdes nos tecidos
0 Se promove a fitotoxidade. Dessa forma, enfatiza-se a estreita relacdo que existe entre 0s
teores benéfico e toxico do Se para as plantas (cerca de 10 vezes) (DE ALMEIDA;
DUTRA e FILHO, 2016). Ainda, o consumo de alimentos vegetais com teores elevados de
Se podem ser prejudiciais a saude humana e animal.

As plantas podem ser classificadas como ndo acumuladoras (25 mg kgiMS a
maioria das plantas), acumuladoras (> 2.000 mg kg* MS) e acumuladoras secundarias de
Se (1.000 mg kg MS) (TERRY et al., 2000; DHILLON e DHILLON, 2003; WHITE et
al., 2004), pois fatores fisioldgicos e geneticos interferem na capacidade da planta de
absorver e acumular Se em partes comestiveis (WHITE, 2016).

Apesar do Se ndo ser essencial para as plantas (FENG et al., 2013), esse elemento é

considerado muito benéfico. E relatado por Ramos et al. (2011) que o Se pode ajudar as
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plantas a se manterem por mais tempo fisiologicamente ativas, aumentando a sua producao
vegetal. Esse elemento-traco também pode estimular o crescimento das plantas, conferir
tolerancia contra fatores ambientais que induzem o estresse oxidativo, como resisténcia a
estresse hidrico (ANDRADE et al., 2018) e fornecer resisténcia aos agentes patogénicos e
a herbivoria, ou seja confere tolerdncia a estresses abioticos (FENG et al., 2013).

E quando se fala da mobilidade no interior da planta do Se o selenato e o selenito se
diferem. O selenato é levado ao xilema e transportado para as raizes, onde sera em
compostos organicos e redistribuidos dentro da planta de maneira semelhante ao enxofre.
J& o selenito e convertido em selénio orgéanico e se concentra nas raizes (TERRY et al.,
2000; SORS et al., 2005; BROADLEY et al., 2007; WHITE et al., 2007).

No caso dos seres humanos o alimento apresenta a principal fonte de ingestdo de
Se. A maioria das culturas agricolas fornece o Se na forma do aminoacido seleno-
metionina. Outras poucas plantas como as bréassicas, cebola e alho, apresentam o Se na
forma dos aminoécidos Se-metil-seleno-cisteina e y-glutamil-Se-metil-seleno-cisteina. Ou
ainda pode ser encontrado na forma inorganica selenato em plantas e peixes, e,
ocasionalmente, também na 4gua (FINLEY, 2006; RAYMAN, 2002).

Quanto a estimativas de exigéncia desse nutriente as normativas da Organizacao
Mundial de Salude e da Organizacdo das Na¢des Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
recomendam 40 a 50 pg dia para mulheres e homens, respectivamente (BECKER et al.,
2005). No entanto segundo Kipp et al. 2015 a ingestdo de Se recomendada para humanos
adultos é de 70 ng pessoa® dial, sendo que a quantidade méaxima de Se ingerida
diariamente ndo deve exceder 400 ug (BOYD, 2011).

Além de ser essencial nutricionalmente ao ser humano e animais
(FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011), o consumo de Se esta relacionado com a reducédo da
incidéncia de cancer de prostata, colon e pulmdo (DE ALMEIDA; DUTRA e FILHO
2016). No entanto na maioria dos paises, a dieta alimentar ndo é capaz de fornecer a dose
diaria recomendada de Se (SAHA; FAYIGA e SONON et al., 2017).

Em humanos, existem duas doencas diretamente associadas a deficiéncia de Se.
Uma delas é a doenca de Keshan, que é uma cardiomiopatia endémica, (COMBS, 2001,
FAOQ, 2001) e a outra doenca € conhecida como Kashin-Beck, que € uma osteoartropatia e
afeta criancas, ocasionando atrofia, degeneracdo e necrose do tecido cartilaginoso, e
deterioracdo da articulagdo (WHO, 1987; RAYMAN, 2002), comumente observadas em

algumas regides da China.
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Por outro lado, a ingestdo de elevadas quantidades de Se por humanos causa danos
aos rins e ao figado, coagulacdo sanguinea, necrose do coracdo e figado, lesbes na pele,
perda de cabelo e unha, descoloracédo e perda dos dentes, caries, nausea, vomito e odor de
alho na boca (WHO, 1987).

2.2.2 Enzimas e pigmentos

O estresse oxidativo é consequéncia da oscilacdo da quantidade de espécies reativas
de oxigénio (ERO) ou radicais livres. Para reverter o quadro de estresse oxidativo, é
necessario diminuir a producdo de ERO ou aumentar a quantidade de antioxidantes
disponiveis que sdo representados por enzimas protetoras altamente especializadas que sdo
secretadas no espaco extracelular (ANDRADE, 2010).

O Se possui um efeito benéfico sobre o crescimento e a tolerancia do estresse
oxidativo em plantas, possivelmente devido a sua relagdo com a elevacdo da capacidade
antioxidante em aumentar a atividade da catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD)
(XUE et al., 2001; DJANAGUIRAMAN et al., 2005), enzimas do complexo antioxidante,
ou seja, tem papel como cofator em selenoenzimas (EL-RAMADY et al., 2016) e €
constituinte de enzimas como GPX (glutationa peroxidase), tioredoxina redutase (TR) e
SOD (BABALAR et al., 2019).

As enzimas APX e CAT atuam diretamente sobre o perdxido de hidrogénio (H202)
(SHARMA et al., 2012). O Se aumenta o conteldo de perdxido na planta e assim,
normalmente também havera um aumento dessa atividade enzimética (FENG et al., 2013).

Portanto a ingestdo de Se promove a sintese de compostos antioxidantes, induzindo
alteracdes no equilibrio redox celular. O consumo de alimentos com elevadas
concentracdes de antioxidantes contribui para a protecdo das células, prevenindo algumas
doencgas degenerativas (LEIJA-MARTINEZ et al., 2018), pois assim as funcdes celulares
se mantem em homeostase, que é de fundamental importancia para a preservacdo das
células e permeabilidade da membrana (AHMAD et al., 2016).

O aumento da atividade enzimatica ocorreu em azevém (HARTIKAINEN et al.,
2000), soja (DJANAGUIRAMAN et al., 2005) e alface (RAMOS et al., 2011). Em trigo
em maiores concentragdes o Se atuou como pro-oxidante. Quando considerada a eficiéncia
de fontes de Se. Cartes et al. (2005) observaram que o selenito foi mais eficiente

estimulando a atividade enzimética.
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Em macas biofortificadas com Se por pulverizacdo foliar as atividades das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX)
foram marcadamente amplificadas em comparacgédo ao controle, resultando em diminuicéo
de superdxido e peroxido de hidrogénio. Também observaram efeito sobre a integridade da
membrana por meio de menor vazamento de ions, nas propriedades nutracéuticas dos
frutos retardando a polpa, na redugdo da firmeza e adiamento do amadurecimento das
frutas resultante, na menor taxa de biossintese de etileno, afetando positivamente qualidade
e armazenabilidade de frutos de maca, além do aumento do teor de Se (BABALAR et al.,
2019).

Quando consideram-se os pigmentos fotossintéticos pode se destacar que a eficiéncia
fotossintética, o crescimento e a adaptabilidade das plantas estdo particularmente
relacionados a um pigmento conhecido como clorofila. Segundo Taiz e Zeiger, (2017)
outra classe importante sdo 0s carotenoides, pigmentos acessorios relacionados a
multiplicacdo celular, crescimento das plantas e com uma agédo fotoprotetora que podem
minimizar danos oxidativos nas plantas, por meio da protecdo de radicais livres e
manutencdo da integridade da membrana (PENG e ZHOU, 2009).

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

Segundo Padmaja et al. (1989) e Hawrylak e Szymanska (2004), o Se altera a
biossintese de clorofilas podendo causar pequeno incremento na concentracdo desses
pigmentos (HARTIKAINEN et al., 2000; EKELUND e DANILOV, 2001; VALKAMA et
al., 2003; SEPPANEN et al., 2003; KUZNETSQV et al., 2003).

Djanaguiramanetal et al. (2005) observaram que baixas concentracbes de Se
aumenta o conteddo de pigmentos em plantas como clorofilas e carotenoides e €
comentado que normalmente a diminuicdo dos pigmentos fotossintéticos, ou seja, o
inverso, é um bioindicador primério de fitotoxicidade de elementos-traco (HAWRY LAK-
NOWAK; MATRASZEK e POGORZELEC, 2015).

O acréscimo de clorofila e fotossintese também causa acréscimo no contetdo de
carboidratos em plantas tratadas com Se (SHAHZADI et al., 2017), podendo levar a um
maior crescimento das plantas, acimulo de biomassa e produtividade, gerando assim uma
maior disponibilidade de substratos para energia e formacdo de compostos organicos
(MALIK et al., 2010; NAWAZ et al., 2014).
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2.3 Substancias Humicas e cultura de tecidos

Pesquisas tém buscado novas linhas de acdo, uma delas estd relacionada as
chamadas “intensifica¢des ecologicas” (CANELLAS et al., 2015) que objetivam construir
sistemas de producédo de alimentos com base em estratégias alternativas de intensificacéo,
com eficiéncia no uso de nutrientes, reducdo da necessidade de controle de doengas e
pragas e conservacdo do uso da agua (TITTONELL, 2014), mantendo altos niveis de
produtividade (TILMAN et al., 2011). H& também uma vertente relacionada a nova
geragdo de culturas adaptadas a sistemas de insumos agroquimicos reduzidos, diminuindo
custos e a degradacdo ambiental visando uma producéo sustentavel (BROWN et al., 2013),
além de que nos ultimos anos a Comissao Europeia decretou restricbes ao uso de produtos
quimicos, como as auxinas, na producéo vegetal (WISZNIEWSKA et al., 2016).

Nesse ambito, segundo Canellas et al. (2015), o uso de substancias humicas (SH)
pode fornecer tecnologia potencial em relacdo a todos esses aspectos, isso tudo devido a
sua bioatividade. Essas substancias podem aumentar a eficiéncia do uso de nutrientes,
substituir os reguladores sintéticos nas plantas, melhorar a qualidade dos frutos, diminuir a
incidéncia de doencas, melhorar o crescimento e a floragcdo precoces, ajudar a reduzir as
taxas de aplicacdo de fertilizantes. Pode ainda estimular o crescimento radicular devido a
acdo do tipo hormonal natural capaz de induzir a proliferacdo das raizes secundarias
(CANELLAS et al., 2002).

As SH caracterizam o maior conjunto de carbono organico na superficie da terra e
sdo geradas por modificacdes quimicas e bioldgicas da matéria vegetal e animal por meio
do metabolismo microbiano (CANELLAS et al., 2015) no processo de decomposicdo da
matéria organica do solo, representando 85 a 90% da reserva total de carbono organico no
solo (ROSA et al., 2017).

As SH podem ser classificadas com base na sua solubilidade em: acidos hamicos
(AH) solaveis em meio basico e insoluveis em meio fortemente acido; acidos fulvicos
(AF) soltveis em meio &cido ou; e as huminas (HU) que ndo sdo ativos bioldgicos e sdo a
fracdo residual insoltvel em qualquer valor de pH, sendo de mais dificil extracdo (ODEN,
1919).

Os AH apresentam composigdo Cig7H186089NoS € 0s AF apresentam composigdo
C135H182095NsS2 (BALDOTTO e BALDOTTO, 2014). Os AF possuem peso molecular
inferior, maior polaridade e maior solubilidade (FONTANA et al., 2011), enquanto os AH

formam misturas quimicas e fisicamente heterogéneas de compostos organicos, ligados a
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fragdo mineral dos solos com auséncia de repeticdo na sua organizagéo estrutural (CUNHA
et al., 2009).

A respeito das substancias hdmicas, no geral, também sdo conhecidas por terem
efeitos estimuladores sobre o metabolismo secundario com atenuacfes a estresses como
hidrico e salino (OUNI et al., 2014; CANELLAS et al., 2015). Plantas subordinadas ao
estresse hidrico demonstraram eficacia no ajuste osmatico, mantendo a absorcdo de dgua e
o turgor celular em resposta a suplementacdo com SH (AZEVEDO e LEA, 2011).

As SH ainda podem promover o crescimento das plantas mediante a alteraces no
metabolismo primario por meio do carbono e do nitrogénio, esse crescimento é definido
como bioestimulagdo, e ocorreu nos trabalhos de Canellas e Olivares (2014) e Rose et al.
(2014).

Além disso, também é imputado a essas substancias aumento no teor de clorofila e
no percentual de proteina, taxa de assimilacdo de COg, carboidratos totais, maior atividade
da bomba de préton H +-ATPase da membrana plasmatica, absorcédo de N, P e K, além de
atenuacdo na condutancia estomatica e transpiracdo (MURILLO et al., 2005; TAIZ e
ZEIGER, 2017; MAZHAR et al., 2012; CALVO; NELSON; KLOEPPER 2014;
HALPERN et al., 2015).

Porém, as respostas das plantas a SH sdo bastante influenciadas pelas espécies
vegetais, modo e taxa de aplicacdo, fonte da SH, manejo e condigdes ambientais
(TREVISAN et al., 2010), o que tem sido relatado na literatura € que as respostas de
monocotileddneas parecem ser maiores que em dicotileddneas, embora a base molecular e
fisioldgica dessa diferenga permaneca incerta (CANELLAS et al., 2015).

Com relacdo as fontes dessas substancias, as respostas fisiologicas das plantas
isoladas de carvdo marrom (por exemplo, linhita, leonardita, carvdo subbitirico) sdo
inferiores as observadas em resposta ao incremento isolado de turfa, composto ou
vermicompostagem (CANELLAS e OLIVARES, 2014).

Ha alguns trabalhos com aplicacbes de acidos himicos e fulvicos em espécies
frutiferas na literatura, como exemplos: limdo (SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2002), maca
(NEILSEN et al.,, 2005), morango (RZEPKA PLEVNES et al., 2011), abacaxi
(BALDOTTO et al., 2009), kiwi (MARINO et al., 2008), damasco (FATHY e GABR,;
SHALL; 2010), uva (FERRARA e BRUNETTI, 2008) e péssego (MANSOUR et al.,
2013), mas nenhum trabalho com pitaia.

Poucos trabalhos com SH séo realizados lancando mdo da cultura de tecidos, técnica

com alta aplicabilidade na agricultura, que se utiliza de explantes, ou seja, pequenos
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fragmentos de tecidos vivos, isolados da planta mae, desinfestados e cultivados
assepticamente, durante periodos indeterminados em meios de cultura propicio
(ANDRADE, 2002).

S&o encontrados na literatura trabalhos voltados para o enraizamento por meio de
micropropagacdo (técnica de cultura de tecidos) em frutiferas como ameixa
(WISZNIEWSKA et al.,, 2016), morango (RZEPKA-PLEVNES et al.,, 2011), como
também de uma planta ornamental conhecida como azaleia (ELMONGY et al., 2018).

Quando se fala na influéncia desses acidos fulvicos e himicos na aclimatizacéo, que
é uma fase da micropropagacdo, Baldotto et al. (2009) comentam que h&a uma aceleracédo
das taxas de crescimento iniciais do abacaxi micropropagado durante o estagio de
aclimatizacdo, principalmente quando as plantulas apresentavam dificuldade no
enraizamento.

No caso da pera, 0 uso de pequenas doses de acido himico in vitro melhorou o
crescimento e a captagcdo mineral de plantas durante a aclimatizagdo, aumentando a altura
das plantas, o peso da parte aérea, o teor de clorofila das folhas e melhorou a absorcao de
nutrientes (MARINO et al., 2009).

2.3.1 Anatomia vegetal e pigmentos fotossintéticos

Pesquisas sobre a estrutura interna dos vegetais podem auxiliar no entendimento de
diversos fendmenos ligados ao corpo vegetal e auxiliar em estudos de identificacdo
taxondmica (APPEZZATO-DA-GLORIA e CARMELLO-GUERREIRO, 2012).

Mesmo com a expressiva importancia ecoldgica e econdémica das cactaceas, sao
escassas informacdes sobre temas como anatomia para essa familia. Dessa forma, ha a
dificuldade de compreender o avan¢o do desenvolvimento e do estabelecimento de mudas
em diversos ambientes (ALMEIDA, 2013). Com isso, alterages na anatomia e morfologia
estdo vinculadas a plasticidade vegetal refletindo-se na taxa de crescimento e de
sobrevivéncia das mesmas (ALVARENGA et al., 2003).

Ha& relacdo de alteracfes anatdmicas radiculares com a presenga de substancias
himicas em plantas, no caso de ameixas microprogadas com doses de SH o estudo
anatdmico permitiu reconhecer o modo de desdiferenciacdo que leva a rizogénese
adventicia (WISZNIEWSKA et al., 2016). Dessa forma, essas substancias podem induzir
mudancas nas raizes podendo gerar aumento de rizodeposigdo por exsudagdo de &nions e

enzimas organicas, acidificacdo da rizosfera e associacdo com microbios especificos
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(BROWN et al., 2013), sendo que a alteracfes anatbmicas decorrentes do aumento da area
e do comprimento dos pelos das raizes favorecem a associacdo de bactérias com a
superficie radicular.

Com relagdo aos pigmentos fotossintéticos, um expressivo grupo sdo o das
clorofilas, que s&o responsaveis pela conversdo da radiacdo luminosa em energia, sob a
forma de ATP e NADPH e nos vegetais superiores séo separadas em dois tipos: clorofila a
e clorofila b, constantemente sintetizadas e degradadas de acordo com fatores internos e
externos as plantas. Outros pigmentos sdo os carotenoides que tem funcdo protetora e
podem minimizar danos oxidativos em plantas (TAIZ e ZEIGER, 2017).

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

Ainda hd um outro pigmento presente na casca e polpa da pitaia chamado de
betalainas, pigmentos esses hidrossollveis, conhecidos por suas propriedades antioxidante,
anti-inflamatdria e quimiopreventiva (GARCIA-CRUZ et al., 2013). Esses pigmentos séo
divididos em duas classes: betacianina (que gera a cor vermelho-purpura) e betaxantina
(gera a cor amarelo-alaranjado) (NETZEL et al., 2005) e seus teores podem se diferir
quanto a forma de cultivo da planta.

As SH podem atuar diretamente no metabolismo vegetal, participando de varios
mecanismos como no aumento do teor de clorofilas, no transporte de ions, atividade
respiratoria, sintese de acidos nucleicos e a atividade de varias enzimas (BALDOTTO e
BALDOTTO, 2014), é importante ressaltar que essa substancia também esta envolvida na
fotossintese, aminoacidos, carboidratos, contetido proteico e sintese de acidos nucléicos
(VAUGHAN e MALCOLM, 1985).

Pesquisas tém mostrado que a aplicacdo de AH via radicular nas plantas aumenta o
crescimento das raizes, acontecendo paralelamente ao aumento da atividade de enzimas
que regulam os conteudos de ERO tanto em raizes como em folhas (GARCIA et al., 2012).
Conteudo esse prejudicial, podendo induzir a inibicdo enzimética, a degradacdo de
clorofila e causar danos a moléculas orgénicas, incluindo DNA e peroxidagdo lipidica
(APEL e HIRT, 2004).

Benetti et al. (2018) obtiveram resultados positivos em plantulas de tomateiro
(Solanum lycopersicum L.) com relagdo ao aumento do teor de clorofila nas folhas, assim
como Baldotto et al. (2009) ap6s o tratamento de plantas de abacaxi (Ananas comosus L.)
com AH.
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Aumentos nos teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) em
plantas de videira também ja foram expostos (FERRARA e BRUNETTI, 2008), como
também a combinagdo acido humico e fulvico resultou em aumento desses pigmentos,

quando aplicados em area preservada (ARAUJO, 2019).
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CAPITULO 2 - ACUMULO DE SELENIO E SEUS EFEITOS EM PLANTAS DE
PITAIA in vitro E APOS ACLIMATIZACAO

RESUMO

A pitaia é uma frutifera em expansao de cultivo em diversas partes do mundo e a espécie
Hylocereus polyrhizus é responséavel pela maior producao e consumo. Essa fruta é
denominada “superfruta” pela sua riqueza em nutrientes e dela também pode ser
consumido cladddios e flores. Assim, torna-se importante propagar essa espécie, sendo a
micropropagacao de plantas em meio com adicdo de selénio uma alternativa para promover
a biofortificacdo por um método diferenciado, podendo acelerar o processo de obtencgéo de
mudas com alta qualidade fitossanitaria e nutricionalmente superiores, ricas nesse

elemento que auxilia no efeito da regulacdo do sistema imunoldgico, e na defesa contra
infeccdes virais como o coronavirus. Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito de
diferentes fontes de selénio (selenato e selenito de sddio) e suas concentragdes (0, 12, 24,
36, 48 e 60 umol L), em plantas cultivadas in vitro e aclimatizadas, visando seu acimulo
e caracteristicas fisioldgicas em pitaias de polpa vermelha (Hylocereus polyrizus)
variedade Cebra, tendo em vista uma nova opc¢éo de biofortificacdo pela cultura de tecidos.
O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes por tratamento, contendo seis tubos por repeticdo, o meio utilizado foi o MS.
Foi obtida a curva de crescimento da espécie por meio de dados obtidos a cada sete dias,
durante 49 dias, demonstrando crescimento préximo das fontes de selénio e testemunha.
Além disso, avaliaram-se as varidveis fitotécnicas aos 49 dias apds cultivo in vitro e aos
150 ap6s aclimatizacdo. Também foram avaliados a quantidade de enzimas catalase,
superoxido dismutase e ascorbato peroxidase, bem como a quantidade de pigmentos
fotossintéticos e o acimulo de selénio em cada tratamento. A concentragdo 36 pmol L de
selenato mostrou ser a mais eficiente para a obtencdo de plantas com maiores acimulos de
selénio ap6s aclimatizadas, sem acarretar prejuizos em caracteres fitotécnicos, complexos
enzimaticos e fotossintetizante e a cultura de tecidos é viavel para na biofortificacdo de
pitaia.

Palavras-chave: Hylocereus polyrhizus. Cultura de tecidos, Enzimas.
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ABSTRACT

Pitaya is a fruit in expansion of cultivation in several parts of the world and the species
Hylocereus polyrhizus is responsible for the highest production and consumption. This
fruit is called "superfruit" because of its richness in nutrients and even cladodes and
flowers can be consumed. Due to the cultivation potential of this fruit, it is important to
propagate this species, and the micropropagation of plants in a medium with the addition
of selenium is an alternative to promote biofortification by a different method. This can
speed up the process of obtaining seedlings with high phytosanitary and nutritionally
superior quality, rich in this element that helps in the effect of the regulation of the immune
system, and in the defense against viral infections such as the covid-19. The objective of
this work was to evaluate the effect of different sources of selenium (sodium selenate and
sodium selenite) and their concentrations (0, 12, 24, 36, 48 and 60 umol L), in plants
grown in vitro and acclimatized. Aiming to study the accumulation of selenium and the
physiological characteristics in red pulp pitayas (Hylocereus polyrizus) variety Cebra,
being a new biofortification option by tissue culture. The experiment was conducted in a
completely randomized design, with five replicates per treatment, containing six tubes per
repetition, the medium used was the MS. The growth curve of the species was obtained
through data obtained every seven days, for 49 days, showing growth close to the sources
of selenium and control. In addition, phytotechnical variables were evaluated at 49 days
after in vitro cultivation and at 150 days after acclimatization. The amount of catalase,
superoxide dismutase and ascorbate peroxidase enzymes were also evaluated, as well as
the amount of photosynthetic pigments and the accumulation of selenium in each
treatment. The 36 pmol L concentration of selenate proved to be the most efficient for
obtaining plants with greater accumulations of selenium after acclimatization, without
causing damage to phytotechnical characters, enzymatic and photosynthetic complexes,
and tissue culture is viable for biofortification of pitaya.

Keywords: Hylocereus polyrhizus. Tissue culture. Enzymes.
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1 INTRODUGCAO

A pitaieira € uma frutifera em expansdo de cultivo em diversas partes do mundo em
razdo do seu sabor suave, doce e de seu exotismo, gerando expressiva receptividade nos
mercados consumidores como Estados Unidos e Europa, o que tem também estimulado o
interesse de muitos produtores (NUNES et al., 2014; LOPES et al., 2016).

Dentre as espécies denominadas pitaias existe uma variacao quanto a coloracao das
polpas e cascas dos frutos. A espécie Hylocereus polyrhizus possui casca e polpa vermelha
sendo responsavel pela maior producdo e consumo (LE BELLEC; VAILLANT e IMBERT
2006). A pitaia de polpa vermelha variedade Cebra possui escamas curtas e polpa de
coloracdo vermelho forte, mais voltada para roxo (MOREIRA, 2018).

Os frutos de pitaia sdo ricos em compostos fenélicos, betalainas (GARCIA-CRUZ
et al., 2013), vitaminas, bem como minerais: potéssio, ferro, calcio, manganés e zinco,
(CORDEIRO et al., 2015). Suas hastes jovens também sdo comestiveis, (JUAREZ-CRUZ
etal., 2012), e os botdes florais sdo usados em sopas e saladas (TINDADE et al., 2019).

Sua propagacdo geralmente é realizada vegetativamente por meio de estacas de
cladddios, método que apresenta grande risco da disseminacéo de patégenos, mas que pode
ser contornado com o uso da micropropagacdo: técnica promissora para evitar a producéo
limitada de alimentos e garantir a seguranca alimentar da populacdo (US-CAMAS et al.,
2014).

Na micropropagagdo usa-se um meio de cultivo que pode ser enriquecido com
diversos fitorreguladores, (OLIVEIRA; DIAS e BRONDANI, 2013) e nutrientes de acordo
com as exigéncias da espécie (SILVA e FERREIRA, 2016). Um elemento que pode ser
adicionado ao meio € o selénio, que sera absorvido e fixado na biomassa dessas plantas.
Esse elemento estimula o crescimento e auxilia na resisténcia a estresse hidrico
(ANDRADE et al., 2018) e a estresses abioticos no geral (FENG et al., 2013), em
concentragdes mais baixas, o Se pode melhorar o crescimento das plantas, atuando como
elemento benéfico (NATASHA et al., 2018).

O Se ndo sO é benefico as plantas como também essencial aos seres humanos e é
componente de proteinas e aminoacidos importantes para o crescimento e funcionamento
de suas células (PUCCINELLI; MALORGIO; PEZZAROSSA, 2017).

Esse elemento auxilia na regulagdo do sistema imunologico (MAGGINI PIERRE;
CALDER, 2018) atuando na defesa antioxidante do hospedeiro e no grau de
patogenicidade de varios virus (GUILLIN et al., 2019) incluindo o SARS coronavirus e 0
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SARS-COV-2 novo coronavirus (HARTHILL 2011, POLANSKY; LORI 2020) que na
atualidade gerou uma pandemia que tem causado milhares de mortes no mundo.

Assim a deficiéncia de selénio na dieta pode levar a uma maior predisposicdo a essas
infeccdes (MAGGINI; PIERRE; CALDER, 2018) de modo que um virus normalmente
benigno ou levemente patogénico se torna altamente virulento em hospedeiros deficientes
(GUILLIN etal., 2019).

Deste modo um fornecimento nutricional adequado de selénio ajuda a manter a
atividade das células NK(linfocitos) e promove a proliferacdo de células T (leucdocitos),
que sdo significativas para essa imunidade antiviral (IVORY et al., 2017) e aumenta a
eficacia de vacinas contra muitos patdgenos virais (STEINBRENNER et al., 2015), além
de que em alguns casos efetivou a prevencao completa das doencas(GUILLIN et al., 2019).

Ressalta-se que no caso da pitaia até 0 momento nao foi relatada a presenca de selénio
em sua composicdo, porém outro elemento que tem tido destaque frente a infe¢des virais é
0 Zinco (OSUNA-PADILLA et al., 2020) que é encontrado na concentracdo de 9,1 a 34
mg Kg * de cladédios (JUAREZ-CRUZ et al., 2012), e em frutos na concentracdo de
116,26 mg Kg ** (CORDEIRO et al., 2015), sendo deste modo o suficiente para o consumo
diéario que tem como recomendacdo 9,4 mg por dia (RUSSELL et al., 2001). Alia-los em
apenas um alimento é ainda mais interessante para a imunidade humana.

A técnica de micropropagacédo de plantas em contato com o selénio pode promover
portanto a biofortificacdo, processo que surgiu como uma alternativa de enriquecimento
nutricional dos alimentos durante a producdo pela adicdo de nutrientes. Até o momento
esse processo poderia ser executado de duas formas: pelo melhoramento genético —
biofortificacdo genética (convencional ou transgenia) ou pelo manejo da cultura —
biofortificagdo agrondmica (VERGUTZ et al., 2016) por adubagcio via solo, tratamento de
sementes, aplicacdo foliar e hidroponia (LOUREIRO et al., 2018).

Dessa forma o presente trabalho, utiliza um método diferenciado de enriquecimento
de plantas por biofortificacdo agrondmica, tendo como base a cultura de tecidos vegetais,
podendo acelerar o processo de obtencdo de plantas nutricionalmente superiores, uma vez
gue o controle das variaveis ambientais € muito mais eficiente in vitro e além disso tecidos
jovens podem ser mais efetivos na absorcdo e distribuicdo de minerais. Assim mudas
aclimatizadas advindas de cultura de tecidos podem fornecer alta qualidade fitossanitaria
aliada a resisténcia a estresses e ainda com contetdo aumentado de selénio.

Ressalta-se que trabalhos envolvendo biofortificagdo de plantas geralmente s&o

conduzidos e avaliados até a obtencdo do produto final que sdo usualmente as partes
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comestiveis. E necessario observar que os cladodios também sdo usados na alimentagio e
estimasse que caso comprovado o acumulo de Se até a fase de aclimatizacdo, sem
comprometer 0 crescimento vegetal, seja possivel produzir mudas com maior contetido
desse elemento.

Nesse contexto, 0 presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito
de diferentes fontes de selénio (selenato e selenito de so6dio) e suas concentragdes, em
plantas cultivadas in vitro e aclimatizadas, visando seu acumulo e caracteristicas
fisioldgicas em pitaias de polpa vermelha (Hylocereus polyrizus) variedade Cebra, tendo

em vista uma nova opc¢ao de biofortificacdo pela cultura de tecidos.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na cidade de Lavras — MG, Brasil, latitude 21°14’ S,
longitude 44°59" W, altitude 919 m e clima Cwa, no Laboratorio de Cultura de Tecidos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Explantes de 1 cm foram obtidos de plantulas pré-
estabelecidas a partir de germinacao de sementes in vitro de pitaia vermelha da variedade Cebra e
cultivados em meio MS (MURASHIGE E SKOOG 1962) semissolido, acrescido de 25 g
L de sacarose, 6 g L™ de agar e pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem. Foram
utilizados tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura.

Os tratamentos consistiram de duas fontes de selénio (selenato de s6dio — NaxSeOa
— e selenito de sodio — Na;SeOs) nas concentragBes 12, 24, 36, 48 e 60 pmol L™ e uma
testemunha, com cinco repeti¢cdes contendo seis tubos por repeticéo.

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado. Os tubos
foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura de 25 + 1°C durante 49 dias.

Foram avaliados a cada 7 dias durante 49 dias, niUmero de brotos, numero de raizes
e comprimento do broto, gerando assim um grafico do comportamento do crescimento das
plantas, para poder entender se em algum momento o selénio afetaria as plantulas. Ao final
(49 dias de idade), aléem dessas variaveis que ja vinham sendo avaliadas também foram
avaliados, comprimento da raiz e matéria fresca e seca total.

Aos 49 dias, 10 plantas de cada tratamento foram aclimatizadas em casa de
vegetacdo acondicionadas em bandejas contendo uma mistura 1:1 de substrato comercial
Plantmax® e areia. Apos 150 dias foram avaliados: numero, comprimento e didmetro dos

brotos e foram transferidas para vasos contendo 0 mesmo substrato.
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Os teores de selénio dos cladddios de pléntulas de pitaia foram determinados em
plantas com 49 dias de idade cultivadas in vitro, em plantas aclimatizadas em casa de
vegetacdo com 150 dias.

As andlises de selénio foram realizadas no laboratério de Geoquimica do
Departamento de Solos/lUFLA. Foram utilizado 100 mg de matéria fresca, formando
extratos ap0s digestdo acida, executada por meio de um concentrado de HNO3 e vasos
fechados em forno de microondas de acordo com o método 3051A da Agéncia de Protecédo
Ambiental dos Estados Unidos - USEPA (USEPA, 2007).

O conteudo de selénio nas solucdes digeridas foi medido utilizando espectrometro
de absorcdo atdmica em forno de grafite (Espectrometria de Absor¢do Atdmica com
correcdo de fundo de Zeeman ¢ lampada de EDL para Se; AAnalyst ™ 800 AAS, Perkin
Elmer). A curva de calibracdo para a medicdo de Se foi obtida a partir de uma solucéo
padrdo com 1 g kg™ de Se (> 98% de pureza, Fluka, Buchs, Suica).

Para garantia de qualidade e controle na medicdo de Se, um material de referéncia
padrdo do Instituto de Materiais de Referéncia e Medidas (White Clover - BCR 402,
IRMM, Geel, Bélgica) e uma amostra em branco foram incluidos em cada lote de digestéo.
O valor médio de recuperacao obtido para o material padrdo foi de 96,78 + 1,88% (n = 13).

Para a anélise de enzimas do sistema antioxidante os cladédios foram coletados de
plantas na cultura de tecidos aos 49 dias e de plantas aos 150 dias em casa de vegetagéo e
imediatamente colocados em nitrogénio liquido e mantidos congelados a -80 ° C até a
andlise das atividades das enzimas antioxidantes.

0,2 g de tecido foliar fresco foram homogeneizados em 1,5 mL de tampéo de extragao
(fosfato de potassio 0,1 mol L%, pH 7,8, EDTA 0,1 mmol L, pH 7,0, 4cido ascorbico 0,01
mol L e 22 mg de polivinilpolipirrolidona - PVPP) em almofariz e pildo pré-refrigerados
com nitrogénio liquido, segundo Biemelt; Keetman e Albrecht (1998). Em seguida, a
suspensdo foi centrifugada a 13.000 g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante coletado para
analise da atividade enzimatica, avaliando-se as seguintes atividades enzimaticas:
superdxido dismutase (SOD) (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977), catalase (CAT) (HAVIR e
MCHALE, 1987) e ascorbato peroxidase (APX) (NAKANO e ASADA, 1981). Foram
utilizados 3 repeticdes em triplicatas para cada tratamento.

Os pigmentos fotossintéticos analisados foram clorofila a, clorofila b, total e
carotenoides. A extracdo foi realizada conforme metodologia descrita por Lichtenthaler e
Buschmann (2001). As analises foram realizadas no Laboratério de Cultura de Tecidos
(Departamento de Agricultura/UFLA).



41

Para a extracdo dos pigmentos, foram utilizados 0,1 g de matéria fresca dos cladodios
e homogeneizadas com 5 mL de acetona 80% (v/v), filtrados em 1& de vidro, completando-
se 0 volume para 10 mL de acetona 80%. Imediatamente ap0s este procedimento, foi
realizada a leitura da absorbancia a 663,2 nm, 646,8 nm e 470nm. Todo o procedimento foi
realizado no escuro para evitar a degradagdo das clorofilas. Os teores clorofila e
carotenoides foram calculados seguindo as seguintes equacOes: clorofila a [(12,25 X
A663,2) — (2,79 x A646,8)]; clorofila b [(21,5 x A646,8) — (5,1 x A663,2)]; clorofila total
(at+b) e carotenoides [((1000 x A470) — (1,82 x A663,2) — (85,02 x A646,2))/198], sendo 0s
resultados expressos em mg de pigmento por g de matéria fresca de tecido do cladddio.
Foram selecionados alguns tratamentos mais discrepantes para essa analise, tratamento
contendo 36 e 48 umol L de selenato, 12 pmol L™ de selenito e a testemunha, com 3
repeticdes em triplicatas para cada tratamento, tanto para plantas coletadas na cultura de
tecidos aos 49 dias como para as plantas coletadas aos 150 dias em casa de vegetacao.

O método empregado para testes de média foi a andlise de variancia (P <0,05) dos
modelos de regressdo linear e quadratica para concentracdo de selenito e selenato em
laboratério e em casa de vegetacdo, utilizando o software RStudio (2012). Os graficos
apresentados séo suavizacgoes de regressao local (LOWESS -Locally Weighted Scatterplot
Smoothing) (CHAMBERS E HASTIE, 1991).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento do crescimento das plantas foi bastante préximo em todos os
tratamentos (Figura 1), porém nos tratamentos com adi¢cdo de 60 pmol Lt de selenato e

selenito as plantas apresentaram desenvolvimento um pouco menor.

Figura 1 - Plantulas de pitaia (Hylocereus polyrhizus) aos 49 dias de cultivo, submetidos a
diferentes concentragdes de selenato e selenito. A: testemunha, B: 12 pmol L-1,
C: 24 pmol LY, D: 36 umol L1, E: 48 pmol L, F: 60 pmol L™ broto bem
pequeno. G: testemunha, H: 12 pmol L, I: 24 umol L2, J: 36 umol L, K: 48
umol L, L: 60 pmol L™,
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Fonte: Da autora (2020).

O resultado das avaliagcBes semanais resultou no gréfico do comportamento do
crescimento das plantas que demonstrou o esperado. A medida que o tempo Se passou as
plantas tiveram o seu crescimento aumentado, porém, a testemunha obteve crescimento um
pouco maior durante todo o periodo avaliado que as fontes de selénio selenito e selenato.

Quanto ao numero de brotos, no inicio dos dias avaliados, a testemunha se
sobressaiu aos tratamentos com adicdo de selénio. No entanto, aos 35 dias houve um
comportamento contrario, onde a testemunha atingiu menor nimero de brotos, devido ao
fato de que desde os 21 dias obteve estabilidade em quantidade.

Observa-se também queda do nimero de brotos produzidos com adicéo de selenato
a partir dos 41 dias e nota-se que quando se utilizou selenito, a partir de 28 dias ouve
estabilidade na quantidade de brotos. Ressalta-se que a distribui¢do dos dados das fontes de
selénio e da testemunha foram muito proximas ao longo do tempo, esse fato é relevante
pois a pitaia pode ser cultivada com a adi¢&o de fontes de selénio sem prejuizo em emisséo
de brotacgdes.

Para o numero de raizes, aos 21 dias havia destaque para a testemunha, porém a
fonte selenato teve um comportamento bem parecido. Aos 49 dias no final da avaliacdo,
tanto a testemunha quanto as fontes se igualaram em numero de raiz (Figura 2),
demonstrando que a adi¢ao de selénio ndo afeta o0 enraizamento das plantas de pitaia.
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Figura 2 - Comprimento de plantas, nimero de brotos, numero de raiz de pitaias cultivadas
in vitro sob diferentes concentracBes de selenato e selenito de sodio ao longo do
tempo, avaliadas a cada sete dias.

= Testemunha
=% Selenito
=% Selenato

Comprimento (cm)

Dras

/ . =~ Testemunba == Testemunha
v,
==+ Selenito

’
’ —= Selenato
’ Selenato

=+ Selenito

N De Brotos

= Selenato

N De Raiz

Dias Dias

Fonte: Da autora (2020).

Aos 49 dias, momento em que as plantas foram levadas para a casa de vegetacao, as
variaveis numero de brotos, comprimento da raiz e numero de raizes ndo foram
significativas, enquanto comprimento dos brotos, e matéria fresca e seca foram

significativas (Tabela 1).
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TABELA 1 — Resumo da analise de variancia (Anova) para log de: nimero de raizes (NR

L), nimero de brotos (NB L), comprimento de brotos (CB L) (cm), matéria
fresca (MF L) (mg), matéria seca (MS L) (mg), aos 49 dias de cultivo in
vitro. Comprimento de brotos (CB CV) (cm), numero de brotos (NB CV),
didmetro de brotos (DB CV) (cm) aos 150 dias em casa de vegetacao.
Actmulo de selénio (AC L) (ug) aos 49 dias de cultivo in vitro e aos 150
dias em casa de vegetacdo (AC CV) (ug), atividade enzimatica de ascorbato
peroxidase (APX L), catalase (CAT L) e superdxido dismutase (SOD L) em
laboratdrio aos 49 dias de cultivo in vitro e em casa de vegetacdo aos 150
dias (APX CV), (CAT CV), (SOD CV) (u). Teor de clorofila a (CA L),
clorofila b (CB L), carotenoides (CAR L) e clorofila total (CT L) em
laboratorio aos 49 dias de cultivo in vitro e em casa de vegetacdo aos 150
dias (CA CV), (CB CV), (CARO CV), (CT CV) (mg/g de MS).

Fontes de variacao

Variaveis em estudo Fontes Doses Dose? Fonte:
Dose

NR L 0,1171 0,8674 0,3888 1,6213
NB L 2,982 0,1674 0,0902 2,7360
CBL 1,0703 15,4278** 0,1852 5,8050
MF L 0,1941 7,8905* 0,0128 0,0524
MS L 2,8089 9,3499* 0,9558 15,7702**
CBCV 2,1230 0,9955 1,2168 0,6683
NB CV 0,0008 3,7029 0,3958 1,2701
DB CV 1,6126 2,0739 0,3310 0,0928
ACL 1799,2392** 19,0758* 2,2164 2,0250
ACCV 32,855* 51725 12,5056 15,6506
APX L 8,4146* 0,6830 0,0005 1,4173
CATL 25,491** 19,846** 37,890**  48,589**
SOD L 5,2787 0,0149 7,4555 5,7958
APX CV 5,1106 1,2946 0,3567 0,4147
CAT CV 1,4556 2,5046 12,4041* 3,0452
SOD CcV 8,2195* 0,4317 0,000 2,9122
CAL 468,127** 378,945**  51,406** -
CBL 131,548** 106,357** 19,599** -
CAR L 289,004** 233,355**  44,681** -
CTL 349,023** 283,685**  40,629** -
CACV 7,3115** 13,7514**  18,2674** -
CBCV 1,6323 2,9967 3,0033 -
CAR CV 6,3542* 19,0748**  19,3499** -
CTCV 4,2821* 8,8161* 10,8964** -

*Significativo na anélise sequencial a 5% de probabilidade pelo teste F.
**Significativo na analise sequencial a 1% de probabilidade pelo teste F.

Fonte: Da autora (2020).
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Na &nalise sequencial dos caracteres com diferenca significativa foi realizado o

teste t para indicar o aumento ou diminuicdo das fontes selenito e selenato e suas

concentracdes e interacdes (Tabela 2).

Tabela 2 — Estimativa do teste t para comparacdo entre médias de tratamentos para:
comprimento de brotos (CB L) (cm), matéria fresca (MF L) (mg), matéria
seca (MS L) (mg), aos 49 dias de cultivo in vitro. Numero de brotos (NB CV)
aos 150 dias em casa de vegetacdo. Acumulo de selénio (AC L) (ug) aos 49
dias de cultivo in vitro e aos 150 dias em casa de vegetacdo (AC CV) (ug),
atividade enzimatica de ascorbato peroxidase (APX L), catalase (CAT L) aos
49 dias de cultivo in vitro e em casa de vegetacdo aos 150 dias de catalase
(CAT CV) e superoxido dismutase (SOD CV) (u). Teor de clorofilaa (CA L),
clorofila b (CB L), carotenoides (CAR L) e clorofila total (CT L) em
laboratério aos 49 dias de cultivo in vitro e em casa de vegetacao aos 150 dias
(CA CV), (CARO CV), (CT CV) (mg/g de MS).

Fontes de variacéo

Variaveis em estudo Fontes Doses Dose? F[(;nte:
ose
CBL -0,338 -0,600 0,421 -2,218
MF L -0,333 -1,196 -0,406 -0,321
MS L 1,541 1,099 0,361 -3,762
TEL 44,905** 12,183** -2,729 -0,086
ACL 16,754** 3,098 0,045 -0,084
ACCV 2,457 1,964 1,250 -0,529
APX L -2,235 0,486 -1,058 -0,071
CATL -1,410 1,734 -0,589 -1,842
CAT CV -2,800* 1,532 -2,505 -2,013
SOD CV -0,692 -0,902 -1,589 1,371
CAL 8,715** 19,995** -7,170** -
CBL 3,667* 10,644** -4,420%* -
CARL 5,219** 15,778** -6,684** -
CTL 7,193** 17,314** -6,374** -
CACV 1,603** 1,5581* 1,733* -
CARCV 4,060* 3,987* 4,399* -
CTCV 3,448* 2,685 3,301* -

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste T.
**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste T.

Fonte: Da autora (2020).

Assim quando considerado o comprimento dos brotos (p =0,0002), menores

concentragdes, como 12 pumol L tanto de selenito como de selenato resultaram em maior

comprimento de brotos. J& para a matéria fresca das plantas (p= 0,0067), a dose 12 umol L
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! de selenito resultou em maior acimulo em mg (p=0,0003), como também quando
considerada a matéria seca de plantas de pitaia a dose 12 umol L também resultou em

maiores acumulos, porém da fonte selenato (Figura 3).

Figura 3 - Comprimento de brotos, matéria fresca e matéria seca de pitaia cultivadas in
vitro aos 49 dias sob diferentes concentracdes de selenato e selenito de sédio
nas concentragoes 0, 12, 24, 36, 48 ¢ 60 umol L1
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Fonte: Da autora (2020).

Apds 150 dias em casa de vegetacdo as plantas que receberam o selénio na forma
de selenato j& estavam bem desenvolvidas e com bastante brotos, exceto as que receberam
o tratamento com 60 pmol L7 de selenato (Figura 4), essas apresentavam tamanho

reduzido e ndo se desenvolveram bem em casa de vegetacao.
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Figura 4 - Plantas de pitaia (Hylocereus polyrhizus) aclimatizadas com 150 dias de cultivo,
apos terem sido submetidos a diferentes concentragdes de selenato in vitro. A:
testemunha, B: 12 umol L, C: 24 umol L%, D: 36 umol L, E: 48 pmol L?, F:

60 pumol L apenas um broto.

Fonte: Da autora (2020).

As plantas que receberam a fonte de selénio na forma de selenito também tiveram

bom desenvolvimento (Figura 5).
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Figura 5 - Plantas de pitaia (Hylocereus polyrhizus) aclimatizadas com 150 dias de cultivo,
apos terem sido submetidos a diferentes concentragdes de selenito in vitro. A:
testemunha, B: 12 pmol L?, C: 24 umol L%, D: 36 umol L, E: 48 pmol L?, F:
60 umol L2,

Fonte: Da autora (2020).

O comprimento, o nimero de brotos e o diametro dos brotos avaliados em casa de
vegetacdo ndo foram significativos estatisticamente.

Em relacdo a quantificacdo de selénio é importante ressaltar que em laboratério as
plantas continham altas doses desse elemento, doses estas maiores que em casa de
vegetacdo (Tabela 3), demonstrando a diluicdo desse elemento a medida que as plantas se
desenvolveram. Foi observado que mesmo apds a mudanca de ambiente e mesmo as
plantas ndo estando mais em contato com a fonte de selénio, o elemento permaneceu

presente em sua COmposicao.
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Tabela 3 — Acumulo de selénio: selenato e selenito respectivamente, em plantas cultivadas
in vitro e 150 dias apds aclimatizacdo em casa de vegetacao (ug MF).

Tratamentos Laboratdrio Casa de vegetacao
0 0 0
12 3435 725
24 7412 2407
36 9651 3163
48 10017 1643
60 7613 -

0 0 0
12 2745 113
24 4031 152
36 3703 823
48 12773 1700
60 9917 733

Fonte: Da autora (2020).

Apo6s 49 dias as plantas in vitro acumularam em seus cladédios mais selénio

qguando submetidas a fonte de selénio selenito (p= 1,38e-07) especificamente na dose 48

umol L porém s6 houve diferenca significativa entre fontes de selénio. Ja quando essas

plantas foram aclimatizadas o selenato (p= 1,38e-05) foi a fonte de selénio mais acumulada

nos cladddios de pitaia, onde o maior valor (3.163 pug MF) foi encontrado na dose 36 umol

L (Figura 6). Ressalta-se que na dose 60 umol L houve fitotoxidez nas plantas e ndo

houve material suficiente para quantificar o acimulo do elemento.

Figura 6 - Grafico do log acumulo de selénio em pitaias cultivadas in vitro com adi¢do de
duas fontes de selénio: selenato de so6dio — Na.SeOs — e selenito de sédio —
Na,SeOs, nas concentragdes 0, 12, 24, 36, 48 e 60 umol L e aclimatizadas em
casa de vegetacdo ap6s 150 dias.

Log do Actmulo (pg)

Dose (umol L)

Fonte: Da Autora (2020).

Casa de Veg.
Laboratério
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Quando o intuito ¢ o acumulo ao longo do tempo buscando o completo
desenvolvimento das plantas, quanto maiores doses acumuladas que ndo prejudiquem o seu
crescimento melhor, visto que esse acumulo vai sendo diluido como demostrado apds 150
dias em diferentes ambientes (Figura 6) e nota-se também que a diluicdo do selénio
aplicado na forma de selenito foi bem maior que na fonte selenato.

Considerando o complexo enzimatico antioxidante das plantas em laboratdrio,
houve diferenca significativa para as enzimas APX (p=0,0013) onde a fonte selenato foi

superior (Figura 7).

Figura 7 - Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) em plantas de pitaia cultivadas
in vitro aos 49 dias, com adicdo de duas fontes de selénio: selenato de sodio —
Na2SeO4 — e selenito de sddio — Na2SeOgz, nas concentragdes 0, 12, 24, 36, 48 e
60 umol L e aclimatizadas em casa de vegetacéo ap6s 150 dias.

Casade Veg.
Laboratério

APX

~ Selenito
°7" Selenato

ADose umol LA'l
Fonte: Da autora (2020).

Também houve diferenga significativa nessa circunstancia para a enzima CAT (p=
0,0030) onde a fonte selenito na dose 36 pmol L™ apresentou sua maior atividade (Figura
8).
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Figura 8 - Atividade da enzima catalase (CAT) em plantas de pitaia cultivadas in vitro aos
49 dias, com adicdo de duas fontes de selénio: selenato de sddio — Na;SeOs — €
selenito de sodio — Na2SeOs, nas concentracdes 0, 12, 24, 36, 48 ¢ 60 umol Lt e
aclimatizadas em casa de vegetacdo apos 150 dias.

— Selenito
==+ Selenato

CAT

Casa de Veg.
Laboratorio

Dose umol L-!

Fonte: Da autora (2020).

Ap6s 150 dias em casa de vegetacdo houve diferenca para as enzimas CAT e SOD.
Para a catalase (CAT) (p= 0,0095), as duas fontes de selénio se encontraram muito
proximas, porém o selenato foi superior com destaque para a dose 36 pmol L (Figura 8).

Considerando a enzima superdxido dismutase (SOD) (p= 0,0017), as fontes de
selénio se diferiram apenas em casa de vegetacdo, sendo que a fonte selenito gerou maior

atividade enzimatica (Figura 9).

Figura 9 - Atividade da Superdxido dismutase (SOD) em plantas de pitaia cultivadas in
vitro com adicdo de duas fontes de selénio: selenato de s6dio — NaxSeOs — e
selenito de sédio — Na;SeOs, nas concentragdes 0, 12, 24, 36, 48 e 60 umol L
e aclimatizadas em casa de vegetacdo apds 150 dias.

— Selenito
==+ Selenato

SOD

Casa de Veg.
Laboratorio

Dose umol L-!

Fonte: Da autora (2020).
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Quando analisados os pigmentos fotossintéticos avaliados houve comportamento
parecido, tanto em laboratorio quanto em casa de vegetacdo (Figura 10). Apenas para a

clorofila b em casa de vegetacdo ndo houve diferenca significativa.

Figura 10 - Quantidade de pigmento fotossintético: clorofila a, b, total e carotendides em
plantas de pitaia cultivadas in vitro aos 49 dias e em casa de vegetagdo aos
150 dias, com adic&o de 12 umol L selenito de sddio — Na2SeOs e de 36 e 48
umol L de selenato de sédio — Na;SeOs— e uma testemunha.

— Casade Veg.

— Casa de Veg. ¢
==* Laboratério

**" Laboratério

Clorofila a
Clorofila b

2
|

Dose yumol L+ Dose umol L

— Casade Veg.

o Casade Veg. yot
=" Laboratorio

; ... Laboratério ; \/

Clorofila Total
Carotenoides

\ Dose pmol L
Dose umol L !

Fonte: Da autora (2020).

Em laboratério os tratamentos contendo selénio apresentaram maiores teores de
clorofila a (p= 1,82e-05) e clorofila total (p=5,27e-05) no tratamento contendo 48 pumol L
! de selenato e este tratamento foi estatisticamente igual ao tratamento 36 pmol L* de
selenato quando considerada clorofila b (p=0,0010) e carotenoides (p= 3,45e-05).

Em casa de vegetacio o tratamento contendo 48 umol L de selenato obteve maiores
teores de todos os pigmentos significativos: clorofila a (p= 0,0013), carotenoides (p=
0,0010) e clorofila total (p=0,0070).

Observa-se que a quantificacdo de selénio se associa as avaliagdes dos pigmentos

fotossintéticos, como do complexo enzimatico e dos resultados fitotécnicos. Quanto a esse



53

ultimo pode ocorrer que uma planta que recebeu quantidade excessiva de selénio demore
muito mais para crescer e se desenvolver que outra que recebeu menores quantidades desse
elemento, como pbde ser observado nos dados referentes a matéria fresca, seca e
comprimento, em que plantas cultivadas sob dose 12 pumol L obtiveram melhores
resultados, e plantas que receberam doses extremas como 60 umol L apresentaram menor
desempenho nas variaveis e no caso da fonte selenato apresentaram até fitotoxidez.

Desta forma pode-se inferir que a pitaia por ser uma planta bastante resistente e de
metabolismo diferenciado resistiu bem as doses utilizadas até certo ponto e nao foi
identificada uma dose letal.

Versini et al. (2016) comenta que as plantas de diversas espécies aproveitam a
mobilidade do selenato e a capacidade de armazenamento de vacuolos de folhas para
contornar a toxicidade do selénio. Por outro lado, o incremento do conteddo de selénio em
tecidos vegetais pode resultar em diminui¢cGes na biomassa em diversas culturas quando
acumulado em niveis acima de 5 mg g *(SMITH e WATKINSON, 1984). Sabe-se também
que concentracdes de Selénio consideradas toxicas se associam a perda em 10% na matéria
seca total de plantas que ndo sdo acumuladoras (MIKKELSEN e WAN, 1990).

Destaca-se que doses intermediarias como a de 36 pmol L mantém as plantas
fitotecnicamente bem desenvolvidas e ao mesmo tempo acumulam doses elevadas de
selénio apds aclimatizacdo, podendo ter potencial de manter uma quantidade razoavel
desse elemento até a producdo de frutos, visto que a dose didria recomendada para ingestdo
de selénio é de no maximo 40 pg dia™, quantidade essa, cerca de 100 vezes menor que a
encontrada na planta.

Dutra (2017), trabalhando em ambiente protegido com plantas de couve-flor
cultivadas em sistema hidropdnico sob concentragdes de Se (0, 5, 15, 30 e 60 umol LY
com as fontes selenato e selenito de sodio, verificou que o teor do elemento na
inflorescéncia da couve-flor foi superior ao limite méximo admitido pelo Codex
Alimentarius, e 0 acumulo de Se nas plantas submetidas ao selenato foi maior que
submetidas ao selenito.

Em trabalhos como o de Ramos et al. (2011), Silva et al. (2018) e Hawrylak e
Szymanska (2004) o selenato também promoveu maior acimulo de selénio néo
comprometendo a parte aérea, neste Ultimo menores doses refletiram em maior aumento
em matéria fresca, corroborando com os resultados deste trabalho.

Em cactaceas aparentadas com a pitaia conhecidas como palma, trés cultivares

foram submetidas a altas quantidades de selénio via substrato. O acimulo do elemento foi
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menor em frutos do que nos cladodios (38 vezes maior em frutos e 170 vezes maior em
cladddios que em solo comum) (BANUELOS et al., 2012), 0 que demonstra que 0S
cladodios da pitaia sdo 6rgaos muito eficientes em fixar selénio e uma alternativa para o
descarte de mudas de pitaia pelas podas em campo poderia ser sua utilizacdo como farinha
na merenda escolar quando enriquecidas com selénio.

Zhu et al. (2017), ao trabalhar com biofortificacdo no campo de uva de mesa com
Se, comenta que frutas enriquecidas com esse elemento estdo se tornando cada vez mais
populares além de melhorar a qualidade das uvas. O que ocorre também com as pitaias, no
qual suas mudas adquirem maior resisténcia a estresses abioticos.

Jing et al. (2017) comenta que o (Se) afeta a composicdo quimica e propriedades
antioxidantes das plantas e explica que em concentracdes apropriadas, ele age como
antioxidante ou ativa mecanismos que podem aliviar o estresse oxidativo no cloroplasto e
promove o0 crescimento das plantas e Dutra (2017) observou que o selenato, pode
contribuir para inibir a producgdo dessas espécies reativas de oxigénio.

Kapoor et al. (2012) ao trabalhar com alho in vitro com adicdo de selénio por meio
da fonte selenito constatou aumento da atividade de Superdxido dismutase e catalase em
todos os tecidos cultivados in vitro na concentracdo de 4 mg L. Ja Babalar et al. (2019) e
Lessa et al. (2019) em campo observaram que o selénio teve influéncia sobre a atividade
das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e APX), esse Ultimo autor ainda comenta que esse
fato indica um papel importante na protecdo das plantas.

O Se também modifica a biossintese de clorofilas sendo capaz de gerar incremento
na concentragcdo desses pigmentos (AKLADIOUS 2012) estimulando as taxas de
respiracdo e a fluxo de elétrons na cadeia respiratoria (GERM; KREFT; OSVALD, 2005) e
protegendo as enzimas cloroplasticas (PENNANEN; XUE; HARTIKAINEN, 2002).

O acréscimo de clorofila e fotossintese também causa complemento no contetdo de
carboidratos em plantas cultivadas com Se (SHAHZADI et al., 2017), resultando em maior
crescimento, acumulo de biomassa e produtividade, por meio de uma maior
disponibilidade de substratos para formag&o de energia e compostos orgénicos (MALIK et
al., 2010; NAWAZ et al., 2014).

4 CONCLUSOES

A fonte de selénio selenato na concentragdo 36 umol L é a mais indicada para a

obtencdo de plantas com maiores acumulos de selénio, sem acarretar prejuizos em
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caracteres fitotécnicos, complexos enziméticos e fotossintetizante em pitaias de polpa
vermelha variedade cebra ap6s cultivo in vitro seguida de aclimatizacéo.

A técnica de cultura de tecidos pode ser utilizada como uma nova vertente para a
biofortificacdo visto que as plantas apos 150 dias de aclimatizacdo ainda continham

quantidade significativa de selénio nos seus cladddios que sdo comestiveis.
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CAPITULO 3 - RESPOSTAS FISIOLOGICAS E ANATOMICAS DE PLANTAS DE
PITAIA SOB ADICAO DE SUBSTANCIAS HUMICAS in vitro E APOS
ACLIMATIZACAO

RESUMO

A pitaia é uma frutifera com destaque econémico, sendo uma nova vertente para oS
adeptos da saudabilidade em razéo de sua acdo antioxidante e presenca de nutrientes. A sua
propagacdo pode ser feita por meio da micropropagacéo, técnica in vitro na qual é utilizado
meio de cultura, possibilitando o seu enriquecimento com substancias himicas, substancias
essas que podem substituir os reguladores sintéticos para o desenvolvimento das plantas.
Sendo assim, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes fontes de substancias humicas
(4cidos himicos e acidos fulvicos) e suas concentragdes (0, 5, 10, 20 e 40 mg L) e seus
efeitos sobre o crescimento, varidveis fisiologicas e anatdbmicas em plantas cultivadas in
vitro e aclimatizadas, tendo em vista 0 melhor desempenho e tolerancia em pitaias
vermelhas (Hylocereus polyrizus). Foram utilizadas cinco repeticdes (10 tubos/repeticao)
em delineamento inteiramente casualizado. Melhores desempenhos de mudas de pitaia
foram encontradas em plantas submetidas a concentragdo 20 mg L™ de é&cido fulvico e
aclimatizadas apds 150 dias, com um destaque para suas caracteristicas de enraizamento e
variaveis anatbmicas, demonstrando o potencial do tratamento ao estimulo do crescimento.

Palavras-chave: Hylocereus polyrhizus. Pigmentos. Acido fulvico.
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ABSTRACT

Pitaya is a fruit tree with an economic highlight, being a new aspect for the adepts of the
healthiness due to its antioxidant action and presence of nutrients. Its propagation can be
done through micropropagation, an in vitro technique which culture medium is used,
enabling its enrichment with humic substances that can replace synthetic regulator for plant
development. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of different soruces of
humic substances (humic acids and fulvic acids) and their concentrations (0, 5, 10, 20 e 40
mg L™) and their effects on growth, physiological and anatomical variables in plants
cultivated in vitro and acclimatized, aiming better performance and tolerance in red pitayas
(Hylocereus polyrizus). Five replications (10 tubes/replications) were used in a completely
randomized design. Better performances pitayas seedlings were found in plants submitted
to a concentration of 20 mg L? of fulvic acid and acclimatized after 150 days, with
emphasis on their rooting characteristics and anatomical variables, demonstrating the
potential of this treatment to stimulate growth.

Keywords: Hylocereus polyrhizus. Pigments. Fulvic acid.
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1 INTRODUGCAO

A pitaia é uma frutifera que tem sem destacado em razdo de seu elevado potencial
nutricional, antioxidante (CHEN et al., 2019) e ainda, econdmico, devido aos altos valores
pagos pelo quilo da fruta (LOPES et al., 2016). A sua propagagdo € feita por meio de
sementes ou propagacdo vegetativa por segmentos de cladodios, enxertos ou até mesmo in
vitro (ORTIZ-HERNANDEZ e CARRILLO-SALAZAR, 2012).

A micropropagacgdo € uma técnica de cultivo in vitro que permite a produgdo em
larga escala comercial de material uniforme e livre de contaminagdes (CID e TEIXEIRA,
2014). Nessa técnica € usado como base de crescimento e absorcdo o meio de cultura, no
qual podem ser adicionados fitorreguladores que auxiliam na sua multiplicacéo
(OLIVEIRA; DIAS e BRONDANI, 2013) e nutrientes de acordo com as exigéncias da
espécie, visando seu desenvolvimento (SILVA e FERREIRA, 2016).

Substancias humicas podem ser acrescentadas ao meio de cultivo, as quais tém
ampla relacdo com o que a pesquisa e 0 mercado tem buscado na atualidade (CANELLAS
et al., 2015).

Paises como os da Unido europeia ja tem restricdes ao uso de produtos quimicos,
como as auxinas, na producdo vegetal (WISZNIEWSKA et al., 2016) e as substancias
himicas também representam uma boa opc¢do nesse aspecto devido as suas propriedades,
podendo substituir esses reguladores sintéticos de maneira mais ecologicamente correta e
barata.

Essas substancias também sdo capazes de aumentar a eficiéncia do uso de
nutrientes, diminuir a incidéncia de doencas, ajudar a reduzir as taxas de aplicacdo de
fertilizantes e estimular o crescimento radicular (CANELLAS et al., 2002).

As plantas submetidas a tratamentos contendo substancias himicas tem alto
potencial de enraizamento, assim essas mudas tem um desenvolvimento mais rapido
podendo ser levadas ao campo mais rapidamente diminuindo os custos do processo. Desta
maneira ha um reflexo na pos-aclimatizacdo das plantas ocasionando em melhor tolerancia
as adversidades do campo.

Desta forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de
diferentes fontes de substancias humicas (acidos humicos e &cidos fllvicos) e suas
concentragfes sobre o crescimento, variaveis fisiologicas e anatdmicas em plantas
cultivadas in vitro e aclimatizadas, tendo em vista melhor desempenho de mudas de pitaias

vermelhas (Hylocereus polyrizus) variedade Cebra.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na cidade de Lavras — MG, Brasil, latitude 21°14’ S,
longitude 44°59" W, altitude 919 m e clima Cwa, no Laboratorio de Cultura de Tecidos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Os explantes utilizados foram advindos de plantulas da variedade cebra,
previamente germinadas e estabelecidas in vitro e constituidos por segmentos de um
centimetro, cultivados em meio MS (MURASHIGE E SKOOG 1962) semissolido,
acrescido de 25 g L™ ! de sacarose e 6 g L™ de 4gar e pH ajustado para 5,7 + 0,1 antes da
autoclavagem. Foram utilizados tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura.

Os tratamentos consistiram em nove concentracdes de substancias humicas (acido
himico AH e fllvico AF) nas concentragdes 5, 10, 20 e 40 mg L e uma testemunha, com
cinco repeti¢des (10 tubos/repeticdo), em fatorial (5x2). Os tubos foram mantidos em sala
de crescimento com temperatura de 25 + 1°C durante 45 dias.

Os acidos utilizados foram produtos comerciais extraidos de leonardita, seguindo 0s
métodos de extracdo e purificacdo propostos por Swift (1996). As principais propriedades
dos materiais humicos utilizados sdo descritas a seguir: condutividade elétrica (CE): 37,7
dS m?, pH: 9,7, razdo E4 / E6: 4,84, C: 38%, N: 0,9% para 0 AH amostra; EC: 19,1 dS m
! pH: 5,6, razdo E4 / E6: 7,35, C: 39%, N: 0,35% para a amostra de AF.

Apbds 45 dias foram avaliados os seguintes caracteres: comprimento do cladddio,
largura do cladodio, nimero de brotos e raiz, comprimento raiz principal e matéria fresca e
seca de parte aérea. Em seguida 20 plantas de cada tratamento foram aclimatizadas em
casa de vegetacdo acondicionadas em bandejas contendo a mistura 1:1 de substrato
comercial Plantmax® e areia. Apds 150 dias foram avaliados: numero, comprimento e
didametro dos brotos e comprimento e nimero de raizes.

As analises anatdmicas das raizes foram realizadas no Laboratorio de Cultura de
Tecidos do Departamento de Agricultura (DAG). Amostras do ter¢o superior das raizes
foram coletadas de quatro plantas diferentes por tratamento, previamente fixadas e
conservadas em &lcool etilico 70% (v/v-1). As secgdes transversais foram obtidas & méo
livre, com uso de lamina de aco, em seguida submetidas a clarificacdo com hipoclorito de
sodio (1%-1,25% de cloro ativo), triplice lavagem em &gua destilada. Posteriormente, 0s
cortes foram corados com solucdo safrablau (azul de astra 0,1% e safranina 1%). Em
seguida, foram montadas em laminas semipermanentes com agua glicerinada (KRAUS e
ARDUIN, 1997).
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As laminas foram observadas e fotografadas em microscépio Optico, modelo
Olympus BX 60, acoplado a camera digital Canon A630. As imagens foram analisadas em
software, para analise de imagens Motic Images Plus 2.0, e foram analisadas 3 repeti¢des
de 3 imagens em cada um dos 9 tratamentos de plantas de casa de vegetacdo, para cada
variavel analisada. As varidveis estudadas foram: espessura da epiderme da raiz, espessura
do xilema, cortex, medula e floema e area total da raiz.

Os pigmentos fotossintéticos analisados foram clorofila a, clorofila b, total e
carotenoides. A extracdo foi realizada conforme metodologia descrita por Lichtenthaler e
Buschmann (2001). As analises foram realizadas no Laboratério de Cultura de Tecidos
(DAG/UFLA).

Para a extracdo dos pigmentos, foram pesados 0,1g de matéria fresca dos cladodios e
homogeneizadas com 5 mL de acetona 80% (v/v), filtrados em 14 de vidro, completando-se
0 volume para 10 mL de acetona 80%. Imediatamente ap0s este procedimento, foi realizada
a leitura da absorbéancia a 663,2 nm, 646,8 nm e 470nm. Todo o procedimento foi realizado
no escuro para evitar a degradacdo das clorofilas. Os teores de clorofila e carotenoides
foram calculados seguindo as seguintes equaces: clorofila a [(12,25 x A663,2) — (2,79 X
A646,8)]; clorofila b [(21,5 x A646,8) — (5,1 x A663,2)]; clorofila total (a+h) e
carotenoides [((1000 x A470) — (1,82 x A663,2) — (85,02 x A646,2))/198], sendo os
resultados expressos em mg de pigmento por g de matéria fresca de tecido do cladddio.
Foram utilizados 3 repeti¢cbes em triplicatas para cada tratamento de plantas de casa de
vegetacdo com 150 dias de idade.

Para a quantificacdo de betacianinas, foram utilizados aproximadamente 200 mg de
folhas e caule, macerados em 5 mL de agua destilada seguido de centrifugacéo a 13.632 g,
a 4°C por 25 minutos, segundo metodologia descrita por Cai et al. (1998). O contetdo
betacianina foi calculado de acordo com a formula: Teor de betacianina = Absorbancia *
FD * PManto * V * 100 € x L x m. Foram utilizados 3 repeti¢des em triplicatas para cada
tratamento de plantas de casa de vegetacdo com 150 dias de idade, onde: DF = fator de
diluicdo; PManto = peso molecular de betacianina (550 g/mol); V = volume da solugdo
extratora (ml); m = massa fresca (g); ¢ = coeficiente de extingdo molar de betacianina
(65.000 L mol'* cm™); L = comprimento da cubeta (1 cm).

O meétodo empregado para testes de média foi a analise de variancia (P <0,05) dos
modelos de regressao linear e quadratica para concentracfes de &cido himico e fulvico em

laboratorio e em casa de vegetacdo, utilizando o software RStudio (2012). Os gréficos
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apresentados séo suavizagdes de regressao local (LOWESS -Locally Weighted Scatterplot
Smoothing).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando avaliadas in vitro, verificaram-se diferenca significativa para as variaveis
fitotécnicas: nimero de brotos e didmetro, comprimento raiz principal e matéria fresca e

seca de parte aérea (Tabela 4).

TABELA 4 — Resumo da analise de variancia (Anova) para log do: Teor de clorofila a
(CA), clorofila b (CB), carotenoides (CAR) e clorofila total (CT) e
betacianina (BETA) (mg/g de MS). Espessura da epiderme (EPI), do xilema
(XI), cortex (COR), floema (FLO), medula (MED) e érea total (AT) das
raizes. Numero de raizes (NR) comprimento de raiz (CR) (cm), nimero de
brotos (NB), comprimento de brotos (CB) (cm), diametro de brotos (DB)
(cm), matéria fresca (MF) (mg), matéria seca (MS) (mg), aos 45 dias de
cultivo in vitro. Comprimento de brotos (CB CV) (cm), nimero de brotos
(NB CV), diametro de brotos (DB CV) (cm), nimero de raizes (NR),
comprimento de raiz (CR) (cm) aos 150 dias em casa de vegetagéo.

Fontes de variacao

Variaveis em estudo

Fontes Doses Dose? Fonte: Dose

CLA 2,6961 1,1130 0,0011 1,7004
CLB 0,4601 0,0974 0,0737 0,9763
CARO 2,2460 4,5757 1,4675 4,5115
CLT 1,1414 0,4151 0,0968 1,2899
EPI 0,4618 0,0275 0,1412 8,1149*
Xl 3,0453 1,6206 9,8425* 0,1602
COR 3,0977 1,5666 2,6961 0,0416
FLO 5,4632 1,1438 11,1678* 1,7172
MED 0,2175 0,0252 2,8947 0,3278
AT 2,9087 5,8730 5,4725 0,003

BETA 1,5362 0,4130 0,9295 0,1861
CB 0,2041 0,1904 1,0523 0,2516
NB 0,8984 1,8473 8,8479* 0,0127
DB 0,9550* 10,0845* 0,4885 0,0010
NR 0,1025 0,0070 0,2625 0,0636
CR 2,6738 6,4639 10,6894* 0,1010
MF 2,4187 10,6649* 5,4939 0,3837
MS 4,9286 11,56796** 8,7001 0,2654
NB 0,2934 8,1362* 0,0499 9,1580*

CB 5,1483 8,7550* 0,7398 4,0472
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Fontes de variacao

Variaveis em estudo

Fontes Doses Dose? Fonte: Dose
DB 8,2697* 2,0441 0,0001 2,9917
CR 0,2724 8,3524* 0,7226 0,5709
NR 2,8960 6,9056 0,7781 2,8016

*Significativo na analise sequencial a 5% de probabilidade pelo teste F.
**Significativo na analise sequencial a 1% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: Da autora (2020).

Na &nalise sequencial dos caracteres com diferenca significativa foi realizado o

teste t para indicar o aumento ou diminuicdo das fontes acido hamico e fulvico e suas

concentracgdes e interacdes (Tabela 5).

Tabela 5 — Estimativa do teste t para comparacdo entre meédias de tratamentos para:

espessura da epiderme (EPI), do xilema (XI), floema (FLO), das raizes,
comprimento de raiz (CR) (cm), nimero de brotos (NB), comprimento de
brotos (CB) (cm), didmetro de brotos (DB) (cm), matéria fresca (MF) (mg),
matéria seca (MS) (mg), aos 45 dias de cultivo in vitro. Comprimento de
brotos (CB CV) (cm), nimero de brotos (NB CV), didmetro de brotos (DB
CV) (cm), comprimento de raiz (CR) (cm) aos 150 dias em casa de

vegetacao.

Variaveis em estudo

Fontes de variacéo

Fontes Doses Dose? Fonte: Dose

EPI -0,707 1,710 -0,523 -2,269
Xl -3,235* 3,381* -4,160** -1,661
FLO -3,648** 2,956* -4,345%* -1,059
NB 0,149 2,520 -2,532 -0,498
DB 4,701 2,048 -1,309 -0,445
CR -0,041 0,0884 -3,267* -0,731
MF 1,104 3,186* -1,533 -0,540
MS 0,780 -0,096 -2,627 -0,179
NB CV -0,983 0,612 -0,741 -2,12*
cBCVv -3,225* 0,256 -1,030 -3,061*
DB CV -4,130** 1,652 -2,122 -3,338*
CRCV -0,365 -0,954 -1,223 -0,90

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste T.
**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste T.
Fonte: Da autora (2020).

Visualmente a testemunha teve menor crescimento que 0sS
(Figura 11).

demais tratamentos
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Figura 11 - Plantulas de pitaia (Hylocereus polyrhizus) aos 45 dias de cultivo, submetidas a
diferentes concentragdes de acido humico e falvico. A: testemunha, B: 5 mg L°
L C:10mgLt D:20mg Lt E:40mg LY, F:5mgL? G:10mg L% H: 20
mg L, 1:40mg L™,

Fonte: Da autora (2020).

Considerando niimero de brotos (p= 0,0037), a dose de 10 mg L* dos &cidos, foram
bastante eficientes gerando maiores quantidades de brotagdes (Figura 12).

Figura 12 - Namero de brotos de pitaia (Hylocereus polyrhizus) submetidas a diferentes
concentragdes in vitro de acido hiimico e falvico 0, 5, 10,20 e 40 mg L.

A, Fulvico
-. A, Humico

Niumero de brotos

0 10 20 30 40
Dose (mg L)

Fonte: Da autora (2020).
Quando considerado o comprimento das raizes (p= 0,0015) a dose 5 mg L* de

acido humico também foi a mais efetiva promovendo maiores raizes in vitro (Figura 13).

Ressalta-se que houve diferenca estatistica apenas entre doses. Ainda na mesma figura
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podemos observar o diametro dos brotos (p= 0,0020), onde maiores valores foram
observados também na concentracdo 5 mg L™ de acido hiimico, porém néo houve diferenca
para a interacdo entre as fontes e doses de substancias humicas.

Em relacdo a matéria fresca da parte aérea das plantas de pitaia (p= 0,0019),
maiores doses como a de 40 mg L™ promovem maiores acimulos (Figura 13). Ja para
matéria seca da parte aérea (p= 0,0041), podemos observar pela mesma figura que menores
doses com 10 mg L no caso de acido htimico como 20 mg L de 4cido fllvico resultaram
maiores pesos e ressalta-se que ndo houve diferenca significativa entre as fontes de

substancias himicas.

Figura 13 - Comprimento das raizes, didmetro de brotos, matéria seca e matéria fresca de
pitaia (Hylocereus polyrhizus) submetidas a diferentes concentracfes in vitro
de 4cido humico e fllvico 0, 5, 10,20 e 40 mg L.
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Fonte: Da autora (2020).

Apods 150 dias em casa de vegetacdo as plantas que receberam as substancias

himicas ja estavam bem desenvolvidas e com bastante brotos (Figura 14).
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Figura 14 - Plantas de pitaia (Hylocereus polyrhizus) aclimatizadas ap6s 150 dias de
cultivo, submetidas a diferentes concentragdes de &cido himico e fulvico. A:
testemunha, B: 5mg L%, C: 10 mg L%, D: 20 mg L%, E: 40 mg L%, F: 5 mg
L1 G:10mg Lt H:20mgL?, 1: 40mg L.

Fonte: Da autora (2020).

Ap6s 150 de aclimatizacdo das plantas os maiores nimeros de brotos (p=0,0087),
foram obtidos nas concentragdes 5 e 10 mg L de 4cido himico, concentragGes que foram
superiores as demais, mais que néo se difereriram estatisticamente (Figura 15).

Nessa mesma figura podemos observar que quando considerado o comprimento dos
brotos de pitaia (p=0,0034) essas menores concentragdes de acidos himicos como 5 mg L*
demonstraram melhores valores enquanto que para o acido fulvico valores medianos como
20 mg L* foram bastante eficientes nesse quisito.

Ainda podemos observar que considerando o didmetro dos brotos (p=0,0015) o

tratamento contendo 20 mg L* de 4cido fllvico foi o que gerou valores superiores (Figura
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15) e para as raizes, maiores valores de comprimento (p=0,0055), corresponderam também
a dose 20 mg L™ de &cido fulvico como a dose 5 mg L™ de &cido hiimico, porém n&o houve

diferenca significativa entre as fontes de substancias humicas.

Figura 15 - NUmero de brotos de pitaia (Hylocereus polyrhizus) aclimatizadas apdés 150
dias de cultivo, submetidas a diferentes concentracdes de &cido humico e
fulvico. A: testemunha, B: 5mg L%, C: 10mg L, D: 20 mg L%, E: 40 mg L
LF:5mgL? G:10mg Lt H: 20 mg L2, 1: 40 mg L.
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Fonte: Da autora (2020).

Aos 150 dias quando as raizes foram coletadas para a continuacdo das analises as
mesmas apresentavam-se vigorosas visualmente e a dose 5 mg L ! promoveu bastante
raizes secundarias (Figura 16).
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Figura 16 - Raizes de pitaia (Hylocereus polyrhizus) aos 150 dias de cultivo, submetidas a
diferentes concentrac@es de &cido humico e fulvico. A: testemunha, B: 5 mg
LY, C:10mgL:, D:20mg LY E:40mgL?Y F:5mgL? G:10mg L%, H:
20mg Lt 1:40mg L.

Fonte: Da autora (2020).

Considerando a analise anatdmica das raizes houve diferenca significativa para as
variaveis espessura da epiderme da raiz (p = 0,0055), espessura do xilema (p= 7,65e-05) e
floema (p= 3,88e-05) para todas elas as plantas que receberam 20 mg L* de acido fulvico
obtiveram maiores valores (Figura 17).
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Figura 17 - Espessura da epiderme, do xilema e do floema das raizes de pitaia (Hylocereus
polyrhizus) aos 150 dias de cultivo, submetidas a diferentes concentragdes
de 4cido himico e fulvico. A: testemunha, B: 5 mg L™, C: 10 mg L%, D: 20
mgL: E:40mgLY F:5mgL?: G:10mgL® H:20mgL?, 1:40mg L™
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Fonte: Da autora (2020).

As imagens anatdmicas demonstraram detalhes da regido central dos cortes
realizados, dando destaque a variabilidade de arranjos e formas das células submetidas as
diferentes fonte de substancias himicas e suas concentragdes.

Foi possivel notar que as células das plantas que receberam 20 mg L™ de &cido
falvico eram bem discrepantes das demais, tendo maior tamanho e assim dificuldade de
serem encaixadas no foco do aumento (Figura 18). Essas raizes foram comprovadamente

mais grossas e maiores.
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Figura 18 - Cortes anatdmicos transversais de raizes de plantas de pitaia (Hylocereus
polyrhizus) aos 150 de cultivo apds aclimatizacdo, submetidas a diferentes
concentracdes de acido huimico e fulvico. A: testemunha, B: 5 mg L, C: 10
mgL D:20mgLt E:40mgL? F:5mgL? G:10mgL? H: 20 mg L?
células maiores, I: 40 mg L. Aumento de 40x, a barra equivale a 50 um.

Fonte: Da autora, (2020).

Quando considerando os pigmentos fotossintéticos, ndo houve diferenca
significativa entre nenhum deles.

Em relacdo aos resultados as pesquisas tém reportado que a aplicacdo de acidos
hamicos via radicular nas plantas aumenta o crescimento das raizes (GARCIA et al.,

2012), o que corrobora com esse trabalho, visto que baixas concentragdes como 5 mg L
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de 4cido himico e médias como 20 mg L™ de acido fllvico auxiliam no enraizamento e na
na estrutura anatémica de plantas de pitaia, e consequentemente no seu desenvolvimento.

As substancias htimicas sdo capazes de estimular o crescimento radicular, devido a
acao do tipo hormonal natural que induzem a proliferacdo das raizes secundarias
(CANELLAS et al., 2002). Segundo Rose et al. (2014), essas substancias promovem o
crescimento das plantas por meio de bioestimulagcdo e o crescimento radicular ocorre
também por meio da ativacdo e expressdo das H+ATPases, e pelo maior transporte (influxo
e efluxo) de ions (ZANDONADI et al., 2013; RAMOS et al., 2015).

Dessa forma, 0 acido hiimico nas concentragdes 1 e 2 mg L tem sido usado para
enraizar plantas lenhosas como azaleia in vitro e melhorou o carater morfol6gico das raizes
comprimento, nimero e porcentagem comparado com outros tratamentos (ELMONGY et
al., 2018).

Essa atividade potente de enraizamento ocorre, pois, as substancias humicas tem
apresentando fungdes similares ao do fitorménio auxina (DOBBSS et al., 2010). Em certas
espécies como em morangos a adi¢do de substancias humicas foi mais benéfica que o uso
de auxinas no desenvolvimento do sistema radicular (RZEPKA-PLEVNES et al., 2011)
viabilizando essa substituicdo de componentes do meio.

Da Silva et al. (2015) observou que esses acidos foram capazes de incrementar o
crescimento das plantas e os definiu como bioestimulantes eficientes, visando a produgéo
de mudas e essa funcéo bioestimulante foi efetiva para as mudas de pitaia.

Essas substancias também tém impactos positivos sobre a aclimatizacdo de
frutiferas. Marino et al. (2009), trabalhando com pera in vitro com adi¢do de 0,5 mg L de
acido humico, observou bom desempenho no crescimento das plantas durante a
aclimatizacdo, com acréscimo em altura e peso da parte aérea. Bons resultados também
foram observados em plantas de abacaxi micropropagadas por Baldotto et al. (2009) e em
bananeira ‘Grande Naine’por Nomura et al. (2012). Esses autores comentam que as
substancias humicas favorecem o desenvolvimento das mudas aclimatizadas, deste modo
estes trabalhos corroboram com os resultados em pitaia.

Baldotto et al. (2009) ainda observou que substancias himicas ndo promoveram
mudangas qualitativas e quantitativas na organizacdo anatbmica da lamina foliar das
plantas de abacaxi, que possuiam em todos os tratamentos folhas hipoestomaticas, tricomas
tectores e escamiformes. Neste trabalho ndo foi avaliado anatomicamente a parte aérea das
plantas, visto que o maior efeito das substancias humicas ocorre sobre as raizes e dai a

necessidade de avalia-las.
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Em ameixas micropropagadas, Wiszniewska et al. (2016) ressalta que ha relagéo de
alteracfes anatdmicas radiculares com a presenca de substancias humicas em plantas, o
que ocorre numericamente com as estruturas avaliadas nesse trabalho. E bastante
interessante observar que plantas com células desenvolvidas, bem estruturadas e de
tamanho superior, com alta espessura de epiderme, xilema e floema como as encontradas
nas raizes de pitaia na dose 20 mg L de acido fulvico podem auxiliar num maior
desenvolvimento das plantas de pitaia futuramente, visto que quanto melhor for o sistema
radicular das plantas melhor o seu desenvolvimento e melhor sua producéo futura.

A maior espessura da epiderme pode funcionar com uma barreira a entrada de
microorganismos patogénicos, aumentando a tolerancia a estresses abidticos, assim como
um aumento na espessura do floema e do xilema podem conseqlientemente facilitar o fluxo
de carboidratos e agua respectivamente nos tecidos (PEREIRA et al., 2008).

Percebe-se, contudo que o &cido fllvico possivelmente teve destaque para os
caracteres anatdémicos devido a sua menor massa molar (618 g mol™), maior solubilidade
em qualquer valor de pH e maior carga polar (DOBBSS et al., 2009).

Quanto a alteracGes de pigmentos fotossintéticos causadas por substancias humicas,
Baldotto et al. (2009) apds o tratamento de plantas de abacaxi (Ananas comosus L.) com
acidos huimicos comentam que os pigmentos: clorofila a, clorofila b e carotenoides, em
média, pouco variaram entre os tratamentos ndo apresentando contrastes significativos

como nesse trabalho.
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4 CONCLUSOES

Melhores desempenhos de mudas de pitaia foram encontradas em plantas
submetidas a concentragdo 20 mg L™ de 4cido falvico e aclimatizadas ap6s 150 dias, com
um destaque para suas caracteristicas de enraizamento e varidveis anatdmicas,

demonstrando o potencial do tratamento ao estimulo do crescimento.
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