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RESUMO

O estagio curricular obrigatério foi realizado no Colégio de Postgraduados, campus
Montecillo, na cidade de Texcoco de Mora, México. O objetivo foi aprimorar conhecimentos
adquiridos em propagacdao de plantas durante a graduacéo, realizando testes de propagacéo in
vitro. Os experimentos desenvolvidos no Laboratério de Propagacdo In Vitro foram
realizados com sequoia (Sequoia sempervirens) e pitaya (Hylocereus undatus), empregando-
se 0s seguintes métodos: Para S. sempervirens, testou-se o efeito de duas citocininas, sob duas
concentracBes (2 e 4 mg/L), em explantes ja estabelecidos in vitro. Para H. undatus, realizou-
se 0 estabelecimento in vitro de gemas, visando testar formas de desinfestacdo, meio de
cultivo e desoxidacdo. Ambos os estudos corroboram para o aprimoramento de protocolos de

micropropagacéo das espécies utilizadas.
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1. INTRODUCAO

A multiplicacdo de plantas in vitro é uma técnica que vem se mostrando de extrema
importancia para a propagacdo vegetativa de plantas que apresentam dificuldades na sua
reproducgdo natural. Seja pela inviabilidade de sementes ou pelo reduzido nimero de plantas
existentes, a micropropagagéo oferece uma alternativa para multiplicar plantas ameagadas.

A propagacao por organogénese utiliza-se de pequenas porcOes de tecidos vegetais
para regenerar uma planta a partir da diferenciacdo de células de calo celular, através da
utilizacdo de hormdnios adicionados ao meio de cultivo. A inducdo da formacgdo da parte
aérea anteriormente ao sistema radicular; mostra-se 0 meio mais facil de regeneracdo de
plantas pela organogénese (FIOR, 2014).

Para o emprego dessa técnica, recomenda-se a utilizacdo de explantes retirados de
orgdos recentemente formados, uma vez que esses apresentam maior potencial de gerar o
crescimento e a organogénese in vitro, como € o caso do cultivo de gemas. A realizacdo deste
trabalho de pesquisa justifica-se no interesse agrondmico sobre as espécies, além de possuir
um viés de conservacao.

A arvore de sequoia apresenta caracteristicas de alto valor industrial e interesse
agronémico, como sua resisténcia a ataques de patdgenos e doengas, tolerancia a condicgdes
climéticas adversas, crescimento vigoroso e alta qualidade da madeira, tendo ainda usos
ornamentais, na producdo de compensado e para fins de reflorestamento (Arnaud et al., 1993;
Sul e Korban, 2005), reforcando a necessidade de sua preservacéo e perpetuacdo da espécie.

O termo genérico ‘pitaya’ ou ‘pitahaya’ inclui varias espécies diferentes, porém
apenas algumas sdo encontradas no mercado: pitaya amarela [Selenicereus megalanthus
(Schum.) Britt & Rose], uma fruta com casca amarela e polpa branca, ou a pitaya vermelha,
fruta com casca rosa e polpa branca (Hylocereus polyrhizus) ou rosa (H. costaricensis),
dependendo da espécie. Entretanto, a pitaya apresenta enorme diversidade genética, e com
frequéncia surgem no mercado novas cultivares, ressaltando a necessidade de conservagdo de
seu germoplasma.

A pesquisa foi desenvolvida no Colegio de Postgraduados (Colpos), localizado em
Texcoco de Mora, cidade vizinha a Cidade do México, no periodo de 08 de janeiro a 06 de
marco de 2020, com uma carga horaria total de 300 horas. O supervisor de campo foi o
pesquisador e professor da instituicio Dr. Angel Villegas Monter.

O estagio objetivou proporcionar vivéncia em laboratorio de cultivo de tecidos,
aprimorando os conhecimentos obtidos na faculdade e em iniciacéo cientifica, principalmente

com o estabelecimento e melhoramento de protocolos de propagacao.



2. CARACTERIZACAO DA INSTITUICAO DE REALIZACAO DO TRABALHO

O estagio foi realizado no Colégio de Postgraduados, escola de pos-graduacdo em
agricultura na cidade de Texcoco de Mora, no Estado do México, distante 25 km a nordeste
da capital, a Cidade do México. A cidade, fundada em 1551 pelos espanhdis, ja foi a segunda
mais importante do pais, tornando-se com o tempo mais rural, e atualmente € uma cidade
universitaria. Parte do municipio era coberta pelo lago Texcoco, que, desde o periodo
colonial, vem sendo drenado.

Fundada em 1959 como parte da entdo Escuela Nacional para la Agricultura, hoje
Universidad Auténoma Chapingo, dedicada exclusivamente a formacdo de profissionais de
todas as &reas da Agronomia, destaca-se como uma instituicdo lider em ciéncias agricolas e
agroalimentares no México e na América Latina. Atualmente, conta com 7 campi em
diferentes regides do pais e oferta aos estudantes 38 cursos de pos-graduacdo, em nivel de
mestrado e doutorado, em todas as areas da pesquisa agropecuaria.

As atividades de pesquisa concentraram-se no Laboratério de Fruticultura e
Micropropagacdo, no prédio de Genética do campus Montecillo, onde realizam-se pesquisas
relacionadas ao melhoramento de frutiferas, manejo de pragas e doencas, biologia celular,
interacOes entre microrganismos e plantas, além da micropropagacdo de diversas espécies de
interesse agricola.

Realizou-se um treinamento em propagacdo vegetativa de plantas na cidade de
Cazones de Herrera, no estado de Veracruz, no Viveiro Cazones, onde se produz mudas de
citricos, um dos poucos viveiros certificados no estado. A pequena cidade, localizada na costa
leste do pais, caracteriza-se pelas plantagdes de citricos e enfrenta, no momento, sérios
problemas fitossanitarios causados pela ocorréncia simultanea de algumas moléstias, como
sorose, exocorte, huanglongbing e tristeza, causando perdas aos produtores, ocasionando até

mesmo erradicacgéo total de alguns pomares.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Micropropagacao

A micropropagacéo € uma ferramenta da biotecnologia vegetal em que fragmentos de
plantas s&o induzidos a multiplicagdo em ambiente controlado (in vitro). E um método de
propagacdo artificial e sob total assepsia do meio de cultivo, que se baseia na
totipotencialidade. A totipoténcia é a capacidade de reverter a diferenciacao celular, e apenas
células vegetais a apresentam. Quando células diferenciadas sdo removidas da planta e

colocadas em cultura de tecidos, sendo fornecidos os nutrientes e horménios apropriados, é



possivel regenerar uma planta completa (FIOR, 2014).

No inicio dos anos 1960, quando a totipoténcia das células vegetais foi descrita e a
regeneracdo de um grande numero de plantas a partir de pequenos pedacos de tecidos
somaticos pode ser alcangada, a cultura de tecidos foi projetada como um método alternativo
potencial para a propagacéo clonal rapida de plantas (MURASHIGE, 1974).

Além da multiplicacdo de plantas de interesse agrondmico, entre as principais
aplicacdes da micropropagacao estdo a hibridacdo interespecifica, o resgate de embrides, a
propagacdo de plantas ameacadas de extincdo, a obtencdo de mudas em menor tempo com
facilidade de manuseio e transporte e a eliminagéo de viroses (SILVA, 2016).

No Brasil, estudos pioneiros com cultura de tecidos foram desenvolvidos durante a
década de 1950 pelo Instituto Bioldgico de Sdo Paulo. Atualmente, a cultura de tecidos, além
da pesquisa, apresenta também fins comerciais, como a producdo em massa de mudas por
empresas especializadas na producdo das mesmas. As biofabricas no Brasil dedicam-se
principalmente a propagacdo de espécies ornamentais e frutiferas, e existem atualmente 111

registros ativos no RENASEM (Registro Nacional de Sementes e Mudas).

3.2. Propagacéo de sequoia

A sequoia (Sequoia sempervirens), arvore gigantesca de crescimento lento (Figura 1),
encontra-se atualmente em risco de extingdo e tem recebido, desde 2006, um status de
conservacao vulneravel pela Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza, devido,
principalmente, a reproducdo dificultada da mesma. Distribui-se de forma nativa ao longo
das areas dos EUA que costeiam o Oceano Pacifico, desde o sudeste do Oregon, estendendo-
se até o norte da California (SAWYER et al., 2000).

Figura 1: Arvore de sequoia.

Autor: Roberto Luis Weiler
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Além de possuir reduzida capacidade de enraizamento, dorméncia e baixa
germinacdo de sementes (abaixo de 10%), apresenta também baixa viabilidade de plantulas
(DONNET, 1984; BOURGKARD e FAVRE, 1989). Devido ao comportamento recalcitrante
que as sementes de sequoia exibem (BOULAY, 1979), o armazenamento de sementes em
um banco de germoplasma é uma opcdo ineficaz para a preservacdo desta espécie. Neste
sentido, técnicas de micropropagacdo tém sido amplamente utilizadas na multiplicagédo e
conservacao de espécies cuja propagacao e armazenagem é dificultada, como na sequoia.

Existem estudos de micropropagacdo de coniferas utilizando-se diferentes tipos de
explantes. Segundo Korban e Sul (2006), explantes para micropropagacdo devem ser
derivados de tecidos somaticos de plantas maduras o suficiente para demonstrar seu valor.
Conforme Arnaud et al. (1993), em mesmas condi¢Oes, explantes derivados da regido apical,
formados recentemente, exibem melhores respostas, motivando a utilizacdo de meristemas
como material vegetativo para a propagacao no presente experimento.

De acordo com Vasile et al. (2015), alguns dos fatores exdgenos que afetam o
desenvolvimento de explantes in vitro incluem as caracteristicas do meio de cultivo, os
fitorménios adicionados aos mesmos e as condi¢fes em que o cultivo se da. Dessa forma, o
objetivo do trabalho foi avaliar a utilizacdo de dois fitormonios, em duas concentracGes

diferentes, a fim de verificar seus efeitos na propagacgéo da sequoia.

3.3. Propagacao de pitaya

A introducdo e domesticacdo de frutas exoticas como a pitaya pode ser uma solucao
possivel para mercados de exportacdo inexplorados, notadamente nas regides semiaridas
(EBERT et al., 1993). Todavia, a introducé@o de cactos como culturas comerciais, seja para
fins ornamentais ou produtivos, deve ser acompanhada pelo desenvolvimento de métodos
eficientes de propagacdo em massa, incluindo-se a micropropagagdo, uma vez que altos
niveis de endemismo, baixos nimeros populacionais, baixas densidades individuais e altos
niveis de interesse pela horticultura tornam a familia dos cactos uma das familias de plantas
mais ameacadas do mundo (HERNANDEZ e BARCENAS 1995, 1996).

Conforme Wyka et al. (2009), a vantangem da micropropagacao na reproducdo de
cactaceas € evidente, especialmente nas espécies de cactos em que a germinacdo das
sementes é baixa ou onde o crescimento inicial é lento. A micropropagacdo oferece uma
maneira mais rapida do que os metodos convencionais de aumentar o volume de material
vegetal destes (MALDA et al., 1999; SANTOS-DIAZ et al., 2006).

Nesse ponto, o cultivo in vitro poderia ajudar atendendo a demanda do mercado e,
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consequentemente, reduzindo a necessidade de extracdo de plantas silvestres. Além disso,
pode contribuir para a conservacdo ex situ de plantas e populacdes com o objetivo de
reintroduzi-las em seu habitat para restaurar populagbes extintas ou em perigo critico
(CORTES-OLMOS et al., 2018), seja por causa da perda de habitat e/ou do pastoreio
excessivo (MALDA et al., 1999).

Embora a maior parte da bibliografia disponivel utilize-se de sementes de cactaceas
germinadas in vitro como material propagativo (CORTES-OLMOS et al., 2018; CIVATTI et
al., 2017; TORRES-SILVA et al., 2018), principalmente devido ao uso limitado de explantes
de tecidos de brotagbes adultas por conta da contaminacdo microbiana persistente
(RAMIREZ-MALAGON et al., 2007), ja existem estudos utilizando-se de outros tecidos
vegetais, como botdes florais (WYKA et al., 2009), para a micropropagacdo de cactos.
Diversos autores ja aplicaram técnicas de cultura de tecidos como uma alternativa para
preservacio de cactaceas ameagadas (VYSKOT e JARA 1984; RUBLUO et al. 1993, 2002;
PEREZ-MOLPHE et al. 1998; GIUSTI et al. 2002; ZAVALA-HURTADO e VALVERDE,
2003), provando que o cultivo in vitro é uma técnica eficiente e interessante que deve ser
explorada para este fim.

A adicéo de carvao ativado ao meio de cultivo evita o acimulo de inibidores fenolicos,
mas pode também adsorver reguladores de crescimento e outros componentes do meio, ou ser
toxico a alguns tecidos. Explantes de plantas cujos tecidos sdo propensos ao escurecimento
podem ser imersos em solugdo de um antioxidante, como a cisteina, imediatamente apds a
excisdo (PAIVA, 2007).

Optou-se, no presente trabalho, pelo cultivo de gemas, que nas cactdceas chamam-se
auréolas e possuem dois pontos de crescimento, um que gera 0s espinhos e outro que da
origem as flores e novos botdes. Comparando-se a técnica proposta com a propagacao
vegetativa por estaquia, amplamente utilizada para propagacdo da pitaya, destaca-se a
quantidade enormemente maior de mudas que se pode obter pela micropropagagéo, uma vez
que cada gema do cladodio dar& origem a uma ou mais plantas, enquanto na estaquia cada

cladddio origina uma muda.

4. ATIVIDADES REALIZADAS
Durante o estdgio curricular, foram realizadas atividades na &rea de propagacao
vegetativa de plantas. As atividades principais no laboratério foram o teste de concentracGes

fitorreguladores em micropropagacao de sequoia, como parte do trabalho de desenvolvimento
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de protocolos especificos para a propagacéo in vitro desta espécie, ja iniciado no laboratério e

em carater exploratorio realizou-se o estabelecimento de meristemas de pitaya in vitro.

4.1. Teste de concentrages de citocininas no subcultivo de sequoia

Realizou-se os subcultivos de sequoia j& estabelecidas in vitro a fim de avaliar o
crescimento dos explantes em um mesmo meio de cultivo com duas citocininas distintas,
sendo uma sintética (K — 6-Furfurilaminopurina) e uma natural (2iP — Isopenteniladenina)

em diferentes concentragoes.

4.1.1. Material e métodos

O material vegetativo foi obtido de uma Sequoia sempervirens de 20 anos, localizada
na Universidad Autonoma Chapingo. Utilizaram-se os brotos terminais dos ramos mais
jovens. Os mesmos foram lavados com uma escova em uma solucdo de agua destilada e
sabdo, sendo em seguida desinfestados durante 15 minutos em uma solugdo de &gua destilada
e hipoclorito de sodio a 10 %, e enxaguados com &gua destilada por trés vezes.
Posteriormente, foram submergidos durante 10 minutos em uma solucdo de agua destilada
com peroxido de hidrogénio a 10 %. No momento da propagacao, selecionaram-se as gemas
axilares, das quais foram retirados os primérdios florais para obtengdo dos meristemas.

Os meristemas foram estabelecidos em meio composto por &gar (1 g.L™) com sacarose
(20 g.L™") e quando os mesmos iniciaram seu desenvolvimento, foram subcultivados em um
meio com pH 5,7 com os compostos do meio de cultivo para sequoia (Apéndice A) e foram

mantidos em sala de crescimento (Figura 2) com fotoperiodo de 16 h de luz a 22 °+ 2 °C.

Figura 2: Explantes propagados, divididos em tratamentos, armazenados em sala de

crescimento (Texcoco de Mora, México, 2020).

Fonte: Autor
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Os explantes foram cortados em segmentos de 2,5 a 3,5 cm e foram separados em
apices e bases de acordo com sua posi¢do no explante inicial (Figura 3a), descartando-se a

porcdo mediana, quando havia e em seguida incubados (Figura 3b).

Figura 3: llustracdo da divisdo do explante inicial de sequoia (a) e momento da propagacéo
(b) (Texcoco de Mora, México, 2020).

—>  Apice
D ¢
— Base

Fonte: Autor

O experimento teve duracdo de 5 semanas, durante as quais estimou-se por medida

indireta o crescimento semanal (Figura 4) e contou-se o nimero de brotes por planta.

Figura 4: Marcagdo da altura do explante no frasco que o acondicionava como avaliacdo

indireta do crescimento semanal (Texcoco de Mora, México, 2020).

Fonte: Autor
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Obteve-se a massa de matéria fresca (Figura 5a) do total de explantes que compunham
cada tratamento, tomou-se as medidas de altura das plantulas (Figura 6a), numero e tamanho
das ramificacGes com auxilio de papel milimetrado (Figura 6b). Em seguida os mesmos foram
secos em estufa de circulacdo forcada a 60 °C, até atingirem massa constante, obtendo-se a
massa de matéria seca. Ambas as medidas foram tomadas de forma coletiva, uma vez que a
massa individual de cada planta foi um valor muito baixo, ademais da rapida perda de agua
pelos tecidos de sequoia apos a retirada dos mesmos dos frascos de propagacdo. Em seguida
as amostras foram maceradas (Figura 5b) e acondicionadas em frascos a fim de armazena-las

até a andlise de nutrientes, a qual ainda n&o foi finalizada até o final do periodo de estagio.

Figura 5: Avaliacdo da massa fresca do conjunto de repeticdes que compunham um
tratamento (a), medicdo do tamanho final do explante (b) e maceracdo do material vegetal (c)
(Texcoco de Mora, México, 2020).

Fonte: Autor

O delineamento experimental utilizado foi em blocos em esquema fatorial 5 x 2, sendo
composto por cinco concentragdes de citocininas no meio de cultivo: testemunha (sem
fitorregulador), meio com adicdo de 2 mg.L™ de 2iP, meio com adicdo de 4 mg.L" de 2iP,
meio com adigdo de 2 mg.L™ de cinetina e meio com adicdo de 4 mg.L™ de cinetina e duas
origens de explante: basais e apicais. Foram utilizadas 12 plantas por tratamento e um bloco.
Os dados foram submetidos a anélise de variancia e posterior teste Tukey de comparacdo de
médias ao nivel de 5 % de significancia. O pacote estatistico utilizado foi 0 RStudio®.

4.1.2. Resultados obtidos
Foram observadas diferenca estatistica para as variaveis altura das plantulas, nimero
de ramificacdes e tamanho médio das ramificagdes para o fator origem do explante (Tabela

1). Os testes de concentracdes de citocininas ndo apresentaram diferenca estatistica. Os
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resultados médios por tratamento e o quadro da andlise da variancia se encontram nos

Apéndice C e D, respectivamente.

Tabela 1: Altura média das plantulas, namero médio de ramos e tamanho médio das
ramificacOes a partir de dois tipos de explantes de sequoia micropropagadas (Texcoco de
Mora, México, 2020).

Explantes Altura das plantulas (cm) N° de ramos Tamanho das ramificacgdes (cm)

Apices 6.4a* 2.0a 2.2a
Bases 4.2b 1.0b 1.1b

* Médias seguidas de letras diferentes na coluna apresentam diferencga estatistica pelo teste Tukey
(P>0,05).

4.2. Estabelecimento de cultivo de gemas de pitaya in vitro
Realizou-se o0 estabelecimento de gemas de pitaya em meio sem sais, com intuito de
colaborar para o desenvolvimento de um protocolo especifico para cultura de tecidos

utilizando-se meristemas como material propagativo.

4.2.1. Material e métodos

O material vegetativo foi obtido de duas plantas jovens (Figura 6), de
aproximadamente 1 ano, estabelecidas e crescendo em viveiro comercial (Viveiro Cazones),
na cidade de Cazones de Herrera, no estado de Veracruz, Mexico. Os cladodios terminais de
duas plantas foram coletados no dia nove de fevereiro de 2020, ensacados em plastico
transparente e transportados em bolsa térmica até o laboratorio de fruticultura do Colpos
Montecillo, onde foram armazenados em geladeira até o dia seguinte.
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Figura 6: Cladodio de pitaya jovem (a) e cladodio de pitaya mais desenvolvido, com raizes

aéreas (b) (Cazones de Herrera, México, 2020).

Fonte: Autor

No laboratorio, estes cladodios, tiveram os espinhos cortados com tesoura de poda e
entdo foram lavados com uma escova em uma solucéo de agua destilada e sabdo, secos ao ar,
e em seguida cortados em segmentos de cerca de 7 cm (Figura 7a). A desinfestacdo consistiu
em trés passos consecutivos, realizados em cémara de fluxo laminar: primeiro houve a
imersdo dos segmentos em solugédo de alcool 70 % durante 2 minutos (Figura 7b), seguido de
imersdo em solucdo de hipoclorito comercial a 25 % durante 15 minutos e, finalmente imerso
em agua deionizada estéril durante 5 minutos, sendo ambos 0s passos realizados sob agitacédo

constante.

Figura 7: Segmentos dos cladddios de pitaya apds o corte dos espinhos (a) e desinfestacdo em
hipoclorito (b) (Texcoco de Mora, México, 2020).

Fonte: Autor
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O meio de cultivo utilizado para o estabelecimento inicial foi de agar (4 g.L") e
sacarose (20 g.L™"), autoclavado por 20 minutos a 100 °C com 20 bares de pressdo. No
momento da inoculagdo no meio de cultivo, tentou-se obter 0s menores explantes possiveis
em formato de triangulo (Figura 8), posicionados de forma vertical no meio, e em seguida
armazenando-as em sala de crescimento com temperatura de 22°+ 2°C e regime luminoso de

16 horas de luz.

Figura 8: Gemas de pitaya no dia do estabelecimento, em sala de crescimento (Texcoco de
Mora, México, 2020).

Fonte: Autor

Apos trés dias, os explantes apresentaram diferentes niveis de oxidagdo (Figura 9a e
9b) e 65 % dos mesmos apresentaram contaminacgdo fangica (Figura 9c). Os explantes ndo
contaminados foram transferidos para novos frascos com meio de cultivo Villegas modificado
(Apéndice D). No momento da troca de meio, realizou-se finos cortes ao redor dos explantes
para retirar o tecido externo, mais oxidado. Objetivando testar a influéncia de compostos na
reducéo da oxidacao, os explantes contaminados foram divididos em dois grupos e receberam
0s seguintes tratamentos (Figura 9d):

1- Sete amostras foram transferidas para o meio Villegas modificado com adicdo de

carvéo ativado.

2- Sete amostras foram tratadas com cisteina durante 5 minutos e em seguida

transferidas para meio Villegas modificado sem carvéo ativado.
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Figura 9: Explantes de pitaya com: expressiva oxidacdo (a), reduzida oxidacdo (b),
apresentando contaminacdo fungica (c). llustragdo dos subcultivos de explantes de pitaya ndo
contaminados em meios com e sem carvdo ativado (d) (Cazones de Herrera, México, 2020).

Fonte: Autor

4.2.2. Resultados obtidos

Conforme esperado, os tricomas (Figura 10) foram uma grande fonte de
contaminacdo, uma vez que a desinfestacdo dos mesmos € dificultada pelo seu tamanho
reduzido e sua grande quantidade. Os explantes de menor tamanho apresentaram menor

oxidacdao. J& os que apresentaram fungos eram oriundos de cladodios maiores.
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Figura 10 - Tricomas na gema de pitaya, vistos em estereoscépio (Texcoco de Mora,
México, 2020).

Fonte: Autor

Na primeira etapa do experimento (fase de inoculacdo dos explantes no meio de
cultivo), o meio de cultivo e a mucilagem liberada pelo explantes se oxidaram, porém os
tecidos quase ndo apresentaram oxidacao, apesar de metade dos explantes terem apresentado
algum nivel de oxidacdo. Segundo Ramirez-Malagon et al. (2007), 80% dos explantes
falham na cultura in vitro devido a oxidacdo extensa, contaminacao e/ou necrose, 0 que torna

0s numeros obtidos aceitaveis.

4.3. Outras atividades

Acompanhou-se as atividades da disciplina Propagacdo de Plantas e Manejo de
Viveiros ofertada pelo Colpos a alunos de pds-graduacdo, na qual foram desenvolvidos
trabalhos em equipes, discussdo de trabalhos, apresentacdo de seminarios, além da
participacdo nas aulas. Cumpriram-se as atividades praticas da disciplina, tais como testes de
germinacdo e armazenagem de sementes de plantas citricas, preparacdo de navalha artesanal
para enxertia, bem como a preparacdo de uma navalha comercial até obter-se o fio necessario
para a pratica. Realizaram-se saidas a campo no estado de Veracruz, com o intuito da
visualizacdo de pomares devastados por pragas, permitindo-se compreender a critica situacéo
fitossanitaria que o estado enfrenta.
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Visitou-se também um viveiro comercial certificado, além de um mercado de
comercializacdo de plantas ornamentais e frutiferas. Também foram realizadas atividades
praticas de propagacdo vegetativa de plantas, através das técnicas de alporquia em lichia
(Figuras 1l1a e 11b) e enxertia de garfagem (Figura 11c) e de borbulhia (Figura 11d) em
plantas citricas.

Figura 11: Anelamento realizado em ramo de lichia para realizacdo de alporquia (a),
alporquia finalizada (b), enxertia de garfagem (c) e de borbulhia em plantas citricas (d)
(Cazones de Herrera, México, 2020).

Fonte: Autor

No laboratério de Fruticultura e Micropropagacdo, preparou-se diferentes meios de
cultivo para bactérias e plantas, realizou-se a medi¢do de quantidade e qualidade de extracdes
de &cidos nucleicos em amostras de tecido de plantas citricas para PCR (reacédo da polimerase
em cadeia — técnica da biologia molecular utilizada para amplificar um pedaco de DNA),
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acompanhou-se ainda a execucao de protocolos de PCR. Executou-se o isolamento de fungos
e bactérias, bem como a preparacao de solucdo de quelatos para meio de cultivo, esterilizacdo
de material geral de laboratério e a preparacdo de material vegetativo para andlise de

nutriente.

5. DISCUSSAO
5.1. Sequoia

Apesar da ndo ocorréncia de diferenca estatistica entre os tratamentos, contrariando
trabalhos ja existentes na literatura, os explantes reagiram de forma esperada ao reagirem de
maneiras distintas aos reguladores conforme sua origem (Fior, 2014).

Em geral, as citocininas no cultivo de meristemas reduzem a dominancia apical e
liberam gemas laterais da dorméncia, conforme ocorrido principalmente com os explantes
basais. Os explantes apicais demonstraram prioritariamente crescimento a partir do meristema
apical, com desenvolvimento mais ou menos acentuado, porém como ja relatado, sem
diferenca estatistica.

N&o foram encontrados na literatura pesquisada trabalhos utilizando-se da citocinina
natural 2iP na micropropagacao de sequoia, feito alcangado no presente experimento.

Os resultados obtidos séo preliminares, uma vez que realizou-se 0 experimento em um
anico bloco. Devem somar-se aos resultados os dados de quantificacdo de nutrientes nos

tecidos, com intuito de avaliar a influéncia dos fitorreguladores na absor¢édo dos mesmos.

5.2. Pitaya

O método de assepsia empregado mostrou-se parcialmente eficiente, uma vez que 65%
dos explantes apresentaram contaminacdo fungica. Observou-se que 0s explantes
contaminados eram oriundos do cladddio maior e mais desenvolvido. Ressalta-se que as
plantas doadoras dos cladddios encontravam-se a campo e nao passaram por nenhum tipo de
preparagdo prévia anterior a extragao das gemas.

Observou-se que na primeira fase o meio de cultivo e a mucilagem liberada pelos
tecidos oxidaram-se, porém no momento da transferéncia para novos frascos, constatou-se
que o tecido praticamente ndo apresentava oxidacdo, apenas a parte mais externa dos
explantes, que ficavam em contato direto com o meio, a apresentaram.

O estudo com carvdo ativado e cisteina para reducdo da oxidagdo ndo pode ser
concluido, uma vez que, logo apds a execucdo do mesmo, teve inicio uma greve dos

funcionarios da instituicdo, ndo permitindo a entrada na mesma.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas de propagacdo de plantas in vitro tém sido cada vez mais desenvolvidas e
vém assumindo um papel importante na multiplicacdo e preservacdo de espécies. Apesar do
alto custo associado a utilizacdo desse método de reproducdo vegetativa, 0 mesmo representa
uma saida a extin¢do e perda de espécies importantes, sejam elas de interesse agricola ou néo.

A vivéncia em um laboratorio de pesquisa em propagagdo in vitro proporcionou a
ampliacdo dos horizontes para além da academia, possibilitando ser parte do desenvolvimento
e aprimoracdo de protocolos de estabelecimento de explantes distintos, com diferentes
caracteristicas de tecido.

No periodo de estagio, foi possivel ampliar os conhecimentos adquiridos durante o
curso de agronomia e as atividades de iniciacdo cientifica, bem como conhecer outros
métodos e coloca-los em pratica. Através do estagio, conheceu-se diferentes realidades, tanto
nos limites do Colpos como conhecendo viveiros e pomares, possibilitando compreender
tanto o estado da arte da cultura de tecidos como a delicada situacdo fitossanitaria enfrentada

por fruticultores no México.
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APENDICES

Apéndice A: Composicdo do meio de cultivo utilizado no experimento com sequoia.

COMPOSTO QUANTIDADE
Nitrato de aménio 8 mL L-1
Nitrato de potassio 6 mL L-1
Nitrato de célcio 15mL L-1
Sulfato de magnésio 15mL L-1
Fosfato de potassio 12 mL L-1
Quelatos 10 mL L-1
Micronutrientes 10 mL L-1
AlIB 2mL L-1
Sacarose 209 L-1
Agar 6gL-1
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Apéndice B: Resultados médios obtidos no estudo de micropropagacdo de sequoia (Texcoco
de Mora, México, 2020).

TRATAMENTO  Matéria fresca  Matéria % de Altura de Ne de Tamanho das
(2) seca (g) agua plantulas (cm) ramos ramificacdes (cm)
T1 1,38 0,20 85,51 7.5 0,08 0,135
T2 1,20 0,19 84.11 6,9 0,16 0,54
T3 1,09 0,17 83,72 5,5 0,58 0,66
T4 1,01 0,18 81,66 6,0 0,08 0,04
T5 L.l6 0,19 83,60 6,8 0,08 0,04
T6 1,42 0,17 87,70 7.0 3,16 1,45
T7 119 0,14 87.82 5,0 2,58 1,36
T8 119 0,16 86,46 30 2,33 1,44
T9 1,43 0,18 86,94 4,0 3,00 1,36
T10 1,51 0,18 87,77 4,0 2,83 1,43

T1: explante apical controle; T2: explante apical com 2 mg.L'l de 2iP; T3: explante apical com 4 mg.L'1 de 2iP;

T4: explante apical com 2 mg.L'l de cinetina; T5: explante apical com 4 mg.L'l de cinetina; T6: explante basal

testemunha; T7: explante basal com 2 mg.L'l de 2iP; T8: explante basal com 4 mg.L'1 de 2iP; T9: explante

basal com 2 mg.L'1 de cinetina; T10: explante basal com 4 mg.L'1 de cinetina.
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Apéndice C: Quadro da andlise da variancia para o experimento de diferentes tipos de
explantes e concentracGes de citocininas na micropropagacdo de sequoia (Texcoco de Mora,

Meéxico, 2020).

Altura
de Tamanho de
Fator plantulas N° de ramos ramificacdes
Tipo de explante <0.00001 <0.00001 <0.00001
Fitorregulador 0.05820 0.95059 0.62665
Tipo de explante*Fitorregulador ~ 0.33639 0.04612 0.14573

Apéndice D: Composicdo do meio de cultivo Villegas adaptado para pitaya.

COMPOSTO QUANTIDADE
Nitrato de amonio 10 mL L-1
Nitrato de potassio 10 mL L-1
Nitrato de célcio 15mL L-1
Sulfato de magnésio 15mL L-1
Fosfato de potéssio 13 mL L-1
Quelatos 10 mL L-1
Tiamina 4 mL L-1
Mionositol 10 mL L-1
AIB 2mL L-1
BA 4mL L-1
Sacarose 209 L-1
Agar 6gL-1




