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RESUMO: A micropropagacdo facilita a obten¢do de mudas de mudas de pitaya, Hylocereus undatus Haw;
porém, pode propiciar alteracdes genéticas, como a polissomatia, endopoliploidia ou endorreduplicacio. Neste trabalho,
objetivou-se desenvolver protocolo para micropropagagdo e verificar a endorreduplicagdo em pitaya vermelha. Cladédios
de pitaya foram micropropagados em meio de cultura MS, com 0,1 mg L' de ANA, acrescido de BAP e cinetina, nas
dosagens 0, 1, 5 e 10 mg L, sendo o meio MS sem reguladores de crescimento utilizado como tratamento controle. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em fatorial 2x8 (auséncia e presenca de luz e 8 diferentes
meios de cultura), totalizando 16 tratamentos, sendo 4 repeticdes de 3 explantes. O experimento foi conduzido na presenca
e auséncia de luz em sala de crescimento a 25 + 2°C, irradidncia média de 42 W m™ e fotoperiodo de 16 horas, por 120
dias. A andlise de citometria de fluxo foi utilizada em 3 explantes por tratamento. Amostras de cladédios, juntamente com
o padrdo interno (ervilha) foram triturados com 1 mL de tampdo de extracdo LBO1 e 25 mL de iodeto de propideo,
analisados em citometro de fluxo. Os explantes submetidos a auséncia de luz ndo responderam aos tratamentos. O meio de
cultura que proporciona melhor crescimento e desenvolvimento in vitro é o MS acrescido de 0,1 mg L' de ANA e BAP ou
cinetina nas concentracdes de 1 ou 5 mg L. O meio de cultura que proporciona aos explantes maior variagdo na
quantidade de DNA é MS com 10 mg L' de BAP e 0,1 mg L' de ANA. O fendmeno da endorreduplicacio é observado

em todos os tratamentos analisados.
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INTRODUCAO

O cultivo da pitaya, no Brasil, concentra-se
no Estado de Sido Paulo, onde existe o maior
consumo de frutas exoticas (BASTOS et al., 2006).
A cultura também possui grande potencial
econdmico para regides semi-dridas por suportar
secas prolongadas (MOHAMED-YASSEEN, 2002).

A propagacdo de pitaya é comumente
realizada através de sementes ou estaquia. Essas
técnicas possuem muitas desvantagens para uma
producdo comercial, como por exemplo, as plantas
propagadas por sementes possuem longo periodo
juvenil e existe grande risco de proliferacdo de
pragas e doencas na propagacdo por estaquia. A
cultura de tecidos possibilita obtencdo de plantas
sadias e producdo de mudas em larga escala, a partir
de pequena quantidade de material propagativo.
Dentre os poucos trabalhos com a cultura da pitaya
in vitro, pode-se citar Mohamed-Yasseen (2002),
que relata um método de multiplicagcdo utilizando
tidiazuron (TDZ) e acido naftalenoacético (ANA) e
usando como explantes brotos novos de pitaya
provinientes de plantas maduras.

Em algumas culturas, a micropropagacio
pode proporcionar alteracdes genéticas nos
explantes, como por exemplo, polissomatia e
endopoliploidia ou endorreduplicacio.

Durante o desenvolvimento de algumas
plantas o ciclo celular normal pode ser substituido
por um ciclo celular alterado, onde ndo ocorre a
mitose (CHEVALIER et al.,, 2011). Este ciclo
modificado chamado de ciclo de endorreduplicacio
ou endociclo consiste em um ou vdrios ciclos de
sintese de DNA na auséncia de mitose, e participa
do controle do processo de expansdo celular,
contribuindo assim para o crescimento de 6rgdos
vegetais e pode ocorrer em mais de 90% das
angiospermas (SLIWINSKA; LUKASZEWSKA,
2005). Este fendmeno pode acontecer em vdrias
células da planta, especialmente aquelas submetidas
ao envelhecimento ou diferenciacio (SABELLI;
LARKINS, 2009). O motivo que provoca a saida do
ciclo celular cldssico para o inicio do ciclo de
endorreduplicagdo, ainda é pouco compreendido.
Dai o estudo do papel funcional de
endorreduplicacdo durante o desenvolvimento de
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plantas tornou-se um campo de estudos de grande
interesse (CHEVALIER et al., 2011).

A endorreduplicacdo pode contribuir para a
adaptacdo a fatores ambientais adversos, permitindo
a manuten¢do do crescimento sob condicdes de
estresse, atuando como um mecanismo para gerar
quantidade suficiente de DNA, prevendo um futuro
aumento na massa do tecido. O aumento no
contetido de DNA nuclear pode fornecer um meio
de proteger o DNA gendmico de condigdes
prejudiciais, tais como danos provocados por
irradiagio UV (YAMASAKI et al., 2010), ou
prevenir a segregacdo cromossOmica desigual
durante a mitose, contribuindo para adaptacdo da
planta a alta concentracdo de sais (CECCARELLI et
al., 2006), ao déficit hidrico (COOKSON et al.,
2006) e a baixas temperaturas (BAROW, 2006).

O conteido de DNA nuclear de plantas
pode ser estimado pela técnica de citometria de
fluxo que ¢ um método eficiente, rdpido e confidvel.
A citometria de fluxo é um processo no qual
caracteristicas fisicas e/ou quimicas de uma tnica
particula podem ser medidas. Nesta técnica, as
medidas sdo feitas enquanto inimeras particulas em
suspensdo passam individualmente através de um
foco de luz, gerando pulsos de luz refletida e
fluorescéncia, que sido coletadas e convertidas em
pulsos de corrente elétrica por sensores opticos. Esta
medida em fluxo permite andlises em alta
velocidade (10*-10° particulas/s), com selecio
aleatéria de particulas de uma populacio inteira sem
nenhuma tendéncia. Desta forma, populagdes
grandes podem ser avaliadas em um curto espacgo de
tempo (DOLEZEL; BARTOS 2005).

Poucos estudos existem sobre a pitaya e,
logo, faz-se necessario desenvolver protocolos que
viabilizem a multiplicacdo in vitro, bem como o
entendimento do processo de endorreduplicagdo. Tal
fendmeno ja foi verificado em plantas tetrapldides
de milho (SETTER; FLANNIGAN, 2001),
tomateiro (CHEVALIER et al., 2011), de portulaca
(Portulaca grandiflora) (MISHIBA; MII, 2000), as
quais foram previamente estabelecidas in vitro e
avaliadas por meio da técnica de citometria de
fluxo. O presente estudo teve como objetivos
desenvolver um protocolo para micropropagacio e
verificar a endorreduplicacdo de cladddios de pitaya
vermelha durante o crescimento de plantas in vitro,
utilizando citometria de fluxo.

MATERIAL E METODOS

Estabelecimento do material em meio de cultura
Sementes de pitaya foram germinadas in
vitro em meio de cultura MS (MURASHIGE;
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SKCOOG, 1962) e apés 120 dias, os cladddios
(caule modificado, tipico de cacticeas) foram
segmentados em explantes de aproximadamente 1
cm de comprimento, e inoculados em tubos de
ensaio contendo 12 mL de meio de cultura MS
acrescido de 5,5 ¢ L' de 4gar, 30 g L™ de sacarose,
0,1 mg L' de ANA (4cido naftaleno acético); 1,0;
5,0 e 10,0 mg L' de BAP (benzilaminopurina) e
cinetina (CIN). O pH do meio foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem a 121 °C e 1,0 atm por 20
minutos.

Apds a inoculagdo em cimara de fluxo
laminar, sob condi¢des assépticas, os tubos foram
vedados com tampas plésticas e mantidos em sala de
crescimento em auséncia e presenca de luz (25 £
2°C, irradiancia média de 42 W m” e fotoperiodo de
16 horas), por 120 dias.

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em fatorial 2x8 (auséncia e
presenca de luz e 8 meios de culturas com
diferentes doses e tipos de reguladores: Meio 1=
MS; Meio 2= MS + 0,1 mg L' ANA; Meio 3= MS
+1mgL"' BAP + 0,1 mg L' ANA; Meio 4= MS +
5mg L' BAP + 0,1 mg L' ANA; Meio 5= MS + 10
mg L' BAP + 0,1 mg L' ANA; Meio 6= MS + 1
mg L' CIN + 0,1 mg L' ANA; Meio 7= MS + 5 mg
L' CIN + 0,1 mg L' ANA; Meio 8=MS + 10 mg L
"CIN +0,1 mg L' ANA, totalizando 16 tratamentos
com 4 repeti¢cdes e 3 explantes por parcela.

Andlise fitotécnica

Apés o periodo de incubacdo foram
avaliados os seguintes pardmetros: ndmero e
comprimento de brotos, comprimento da maior raiz,
massa fresca da planta e presenca ou auséncia de
calo. Os dados obtidos foram transformados pela
férmula Vx e submetidos 2 andlise de varidncia com
o uso do programa estatistico SISVAR.

Andlise de citometria de luxo

Ap6s avaliacdo fitotécnica, amostraram-se 3
explantes (cladédios) de cada tratamento in vitro e
de plantas mantidas no campo (testemunha)
submetendo-as a andlise de citometria de fluxo, para
verificar a estabilidade genética, bem como observar
a presenca de endorreduplicagdo dos explantes
submetidos a altas concentragdes de reguladores de
crescimento e influéncia da luz.

Os cladddios oriundos do campo sdo jovens,
retirados de plantas adultas com 4 anos de idade. As
plantas sdo tutoradas perpendicularmente ao solo,
em mourdes de eucalipto até 1,80 m. Os cladddios
sdao sustentados por uma estrutura tipo latada, feita
de bambu, acima dos mourdes.
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Para a determinag¢do do contetido de DNA,
aproximadamente 50 mg de cladédios de pitaya,
juntamente com Pisum sativum (padrao de
referéncia interno) (DOLEZEL et al., 1998) foram
triturados em placa de Petri contendo 1 mL de
tampdo LBO1 gelado para a liberagdo dos niticleos.
A suspensdo de ntcleos foi aspirada através de duas
camadas de gaze, com auxilio de pipeta plastica e
filtrada através de malha de 50 um. Os ntcleos
foram corados pela adi¢do de 25 pL de solucdo de 1
mg/1 mL de iodeto de propideo, sendo adicionados,
ainda, 5 pLL de RNase a cada amostra. As amostras
foram analisadas imediatamente apds o preparo
(protocolo adaptado de GALBRAITH et al., 1983).
Para cada amostra, 10 mil ndcleos foram analisados
utilizando-se escala logaritmica. A andlise foi
realizada no citobmetro Facscalibur (BECTON
DICKINSON), os histogramas obtidos com o
software Cell Quest e analisados estatisticamente no
software WinMDI 2.8.

O contetido de DNA nuclear (pg) das
plantas foi estimado utilizando-se a razdo entre as
intensidades de  fluorescéncia dos nucleos
Gl(nicleos que estdo na fase G1 da Interfase) do
padrdo de referéncia (P. sativum) e dos nicleos G1
da amostra, multiplicando-se esta razdo pela
quantidade de DNA do padrao de referéncia (9,09

pg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise fitotécnica
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Os explantes ndao demonstraram qualquer
desenvolvimento na auséncia de luz, concluindo-se
que luminosidade € fator determinante na
proliferagcdo de brotos nesta espécie.

O maior nimero de brotacdes (Tabela 1), foi
observado no tratamento 3 (1 mg.L" de BAP + 0,1
mg.L’1 de ANA), nao diferindo, estatisticamente,
dos tratamentos 4, 6 e 7 que tiveram
respectivamente, além de 0,1 mg.L'1 de ANA,
adicio de 5 mg.L"' BAP e 1 e 5 mg.L" de cinetina .
A utilizacdo de auxinas e citocininas no
estabelecimento in vitro de cacticeas também foi
alvo de estudo de Ojeda-Zacarias et al. (2008) com a
espécie Astrophytum capricorne. Esses autores
concluiram que o uso dos reguladores favorece a
formagdo de calos e que a associagdo de 6-
benzilaminopurina (BAP) e cinetina favorece o
desenvolvimento de brotagdes, superando
estatisticamente o tratamento com o uso isolado de
BAP. Martinez-Cardenas et al. (2007) também
observaram maior produgdo de brotos e de melhor
qualidade em meio de cultura acrescido de 0,1
mg.L"' de 4cido indol acético (AIA) juntamente com
0,1 mgL"' de BAP. Neste trabalho, apenas os
tratamentos 3, 4 e 5, ou seja, os que tiveram adig¢do
de BAP (1, 5 ¢ 10 mg.L'l), foram eficientes na
formacao de calos.

Os  tratamentos, de  modo geral,
apresentaram comportamento similar no que diz
respeito ao comprimento de brotacdes, exceto os
tratamentos que tiveram adi¢io de 10 mgL”' de
BAP ou cinetina.

Tabela 1. Nimero e comprimento de brotages (cm) , comprimento de raizes (cm) e biomassa fresca (g) na
propagacao de Pitaya vermelha (Hylocereus undatus Haw) cultivada sob diferentes concentragdes
de reguladores de crescimento. UFLA, Lavras, MG, 2011.

- . biomassa Prese
Brotacoes Raiz fresca
Tratamentos Meio de Cultivo . - ~ nea
. Comprimento  Comprimento Brotagdo + de
Nuimero .
(cm) (cm) raiz) (g) calos
1 MS 1,49 b* 1.65a 2.39a 0.63b nao
2 MS + 0,1 mg L' ANA 1.36 b 1.87 a 2.15a 091 a nao
MS + 1 mg L' BAP + :
3 0.1 mgL' ANA 2.55a 1.47 a 1.51b 1.09 a sim
MS + 5mgL"' BAP .
4 +0,1mgL"' ANA 233a 1.27 a 0.68d 1.09 a sim
MS + 10 mg L' BAP :
5 +0,1 mg L ANA 1.66 b 0.69b 0.23e 0.35b sim
MS + 1 mg L' CIN + -
6 0,1 mg LT ANA 2.00 a 1.57 a 1.92b 0.81a nao
MS + 5 mg L'CIN + 3
7 0,1 mg L' ANA 2.39a 1.74 a 1.93b 0.85a nao
MS + 10 mg L' CIN -
8 +0,1 mg LT ANA 1.17b 0.93b 1.19¢ 0.35b nao
CV 28.24 21,99 19.93 35.98 -
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* Médias seguidas pela mesma letra na vertical pertencem a um mesmo grupo, ndo diferindo entre si pelo teste Skott-Knott, a 5% de

probabilidade.

Seemann et al. (2007) avaliaram o
estabelecimento in vitro de onze espécies de
cactdceas e concluiram que o uso de ANA e BAP
foi eficiente na inducdo de brotagdes, porém menos
efetivo na formacdo de calos e raizes. Oliveira et. al.
(2008) realizaram estudo visando desenvolver
metodologia para multiplicacdo e enraizamento in
vitro de mandacaru (Cereus jamacaru) e obtiveram
maior nimero de brotacdes com a utilizacdo de BAP
(0,5mg.L") e 2-iP (1,0 mg.L™).

Quando foi usado apenas o meio MS para o
cultivo dos segmentos caulinares de pitaya obteve-
se maior comprimento de raizes, igualando-se,
estatisticamente, apenas ao tratamento com 0,1
mg.L" de ANA e, superando os demais. Martinez-
Cardenas et al. (2007) verificaram o enraizamento
de brotacdes de pitayas em meio MS, independente
da adicdo de reguladores de crescimento. Oliveira et
al. (2008) obtiveram os melhores resultados para
comprimento de raiz quando utilizaram o meio MS
com 100% dos sais e diferentes concentragdes de
AIB e a maior massa radicular quando reduziu-se
concentracao dos sais componentes do meio MS.

Os maiores valores para peso da matéria
fresca das plantas foram observados nos tratamentos
3 e 4 (BAP 1 e 5 mg.L'l) nao diferindo
estatisticamente dos tratamentos 2, 6 ¢ 7 (0,1 de

Everts
L

ANA e 1 e 5 mgL" de cinetina, respectivamente,
sendo superiores aos tratamentos 1, 5 e 8.

Andlises de citometria de fluxo

As andlises de citometria de fluxo foram
realizadas para verificar a influéncia de doses de
reguladores de crescimento na quantidade de DNA
do material mantido in vitro, bem como na
ocorréncia de endorreduplicacdo nos tecidos. No
histograma da Figura 1 foram observados trés picos
da amostra e um pico do padrdo de referéncia. Este
resultado comprova que cladédios de pitaya em
condi¢cdes in vitro apresentam 3 niveis de ploidia
distintos, acontecendo nestes tecidos o fendmeno da
endorreduplicacdo, que foi observado em todos os
tratamentos, exceto o material submetido a
condi¢des de campo, em que ndo foi possivel
visualizar os picos no histograma.

Aquantidade de DNA nuclear de uma
determinada espécie s6 pode ser obtida por
citometria de fluxo, por meio de uma comparacio
com nucleos pertencentes a um padrio de
referéncia, cujo o contetido de DNA ¢ previamente
conhecido. A ervilha foi utilizada como padrdo de
referéncia porque nao sobrepds seu pico nos demais
picos fornecidos pela amostra.

Padriio (ervilha =909 pg de DNA)

o-
Todeto de Propideo

Figura 1. Histograma de citometria de fluxo de Pitaya vermelha (Hylocereus undatus Haw), juntamente com a
ervilha (Pisum sativum L.) utilizada como padriao de referéncia. UFLA, Lavras, MG, 2011.

Na Figura 2 é possivel verificar que as
plantas  submetidas a diferentes condigdes
ambientais apresentaram comportamentos
diferentes. As plantas de campo nio apresentaram
picos, o pico observado no primeiro histograma se
refere ao padrdo. Provavelmente isso se deve a
acimulo de metabdlitos secunddrios presentes nas
plantas sob essa condicao.

Segundo Robinson (2006), a existéncia de
metabolitos secundérios pode interferir no contetddo
de DNA celular. Os materiais cultivados in vitro

tanto em ambiente escuro, quanto claro, ndo
apresentaram diferencas significativas entre si
(Tabela 2).

Houve diferenca significativa entre os meios
de cultura e a estimativa da quantidade de DNA.
Todos os histogramas obtidos apresentaram 3 picos
distintos e em todos eles o resultado foi semelhante:
explantes mantidos em meio de cultura MS
contendo 10 mg L' BAP e 0,1 mg L' ANA,
apresentaram menores indices de DNA e maiores
coeficientes de variacdo dos picos. Este foi o
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tratamento mais severo, que provocou perda de
DNA. O coeficiente de variagdo estd diretamente
ligado a precisdo do experimento e qualidade do
histograma obtido. Os explantes cultivados em
meio MS contendo 5 mg L™ de CIN e 0,1 mg L™
ANA e MS com 10 mg L' CIN e 0,1 mg L' ANA,

872
MENEZES, T. P. et al.
intermediarias  de

apresentaram  estimativas

contetido de DNA. As plantas cultivadas nos demais
tratamentos tiveram maiores contetidos de DNA e
coeficientes de variagdo com valores muito baixos,
justificando que ndo ocorreu perda de DNA da
espécie (Tabela 3).

Material in vitro sob
fotoperiodo de 16h de luz meio
MS

Material mantido in vitro no
escuro em meio MS

Material coletado no campo

Figura 2. Histogramas de citometria de fluxo de cladédios de Pitaya vermelha (Hylocereus undatus Haw)
submetidos a diferentes condi¢des ambientais.UFLA, Lavras, MG, 2011.

Tabela 2. Indice de DNA (ID) e coeficiente de variacdo (CV) de cladddios de pitaya vermelha (Hylocereus
undatus Haw) cultivada sob diferentes concentragdes de reguladores de crescimento e analisadas em
citometro de fluxo. UFLA, Lavras, MG, 2011.

Tratamento ID (Pico G1) CV (Pico G1)
Campo 2.65 *ns 12.35b
MS escuro 7.9 0.51a
MS claro 8.9 0.99 a

*Médias seguidas pela mesma letra pertencem a um mesmo grupo, ndo diferindo entre si pelo teste de médias Scott-Knott, anfvel de 5%
de probabilidade. *ns- ndo significativo.

Tabela 3. Indice de DNA (ID) e coeficiente de variacdo (CV) de cladddios de Pitaya Vermelha (Hylocereus
undatus Haw) cultivada sob diferentes concentragdes de reguladores de crescimento e analisadas em
citometro de fluxo. UFLA, Lavras-MG, 2011.

Meios de cultivo D D 1D Cv cv Cv
(Picol) (Pico2) (Pico3) (Picol) (Pico2) (Pico3)

HMS 355a  742a 1460a 131b  1.08b  0.83b
2)MS + 0,1 mg L' ANA 396a  822a  16.18a 0.73b  0.54b  0.50b
3MS+ I mgL'BAP+0,1mgL"' 3.76a 7.88 a 1496a 081b  0.70b  0.50b
ANA
HMS +5mgL”! BAP+0,1mgL 386a  806a  1556a 0.59b  047b  0.40b
1

ANA
55MS+10mgL"' BAP+0,1mg 262c  563c  11.39c¢ 230a 22la 1.64a
L' ANA
6)MS+ 1 mgL"'CIN+0,l mgL"' 396a  824a  1621a 097b  092b  0.66b
ANA
MS +5mgL'CIN+0,1 mgL"'  329b  693b  1336b 1.45b  128b 1.13a
ANA
8MS + 10mgL'CIN+0,I mgL” 3.31b  689b  13.59b 235a 1.89a 152a
" ANA
Cv 8.43 7.97 7.15 28.70 32.98 31.91

Meédias seguidas pela mesma letra na vertical pertencem a um mesmo grupo e nio diferem entre si pelo teste de médias Scott Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Em todos os histogramas foi possivel
observar que os trés picos apresentam valores que
sdo multiplos entre si (Tabela 3), comprovando
assim que estd acontecendo endorreduplicacdo, o
que leva a crer que as ploidias sejam 2C no primeiro
pico, 4C, no segundo e 8C no terceiro, porém para
confirmagdo, testes citogenéticos deverdo ser
realizados. Na Figura 3 estdo os histogramas dos
tratamentos analisados e em todos eles apresentam
trés picos da pitaya e um pico do padrio de
referéncia interno (representado pelo pico mais

T1 T2

P

T7

I
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alto), que foi usado para calcular os indices de
DNA.

Os tratamentos 5 e 8 (meios de cultura com
10 mg L'de BAP) apresentaram histogramas de pior
qualidade, representados pelos coeficientes de
variacao mais altos, demonstrando assim, que doses
muito altas deste regulador de crescimento além de
provocar alteracdes na quantidade de DNA,
apresentaram também  efeito na qualidade do
histograma. No entanto, todos os tratamentos
apresentaram o mesmo nivel de endopoliploidia,
independentemente da aplicagdo de fitohormonios.

T3

T6

T8

Figura 3. Histograma de citometria de fluxo de pitaya vermelha (Hylocereus undatus Haw) submetidos a
diferentes meios de cultura. UFLA, Lavras, MG, 2011.

Para Chevalier et al. (2011) o processo de
endorreduplicacdo provavelmente foi selecionado
durante a evolucdo para o beneficio de plantas e
desenvolvimento dos 6rgdos. De acordo com as
diferentes situacOes encontradas em diversas
espécies, em relagdo a planta, 6érgdo ou fisiologia
celular, vdrios papéis funcionais foram relatados
para  tentar  explicar a  relevancia da
endorreduplicagdo.

A endorreduplicagdo muitas vezes ocorre
durante a diferenciacdo de células que sdo altamente
especializadas em sua morfologia, como é o caso do
cladédio, que é uma modificacdo caulinar, tipica de
cacticeas, em que o caule modificado armazena
grande quantidade de 4&gua internamente. A
influéncia da endorreduplicag@o na diferenciacdo de
células metabolicamente especializadas também foi
relatada em endosperma de graos de milho que
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acumulam grandes quantidades de amido e proteinas
de armazenamento (SABELLI; LARKINS, 2009),
durante a formacdo de nddulos fixadores de
nitrogénio em raizes de leguminosas como resposta
a interacdo com a bactéria simbidtica Sinorhizobium
meliloti e, também, nas células que hospedam o
fungo simbiético Rizobium (VINARDELL et al.,
2003; GONZALEZ-SAMA et al., 2006).

Em  Arabidopsis, a influéncia da
endorreduplicacdo foi observada em tricomas
unicelulares de folhas (LARKIN et al., 2007).

Ha evidéncias em milho (Zea mays L.) que
mitose e endorreduplicacdo sdo diferencialmente
regulados (SETTER; FLANNIGAN, 2001). Estudos
de grande variedade de células e tecidos vegetais
sugerem que endorreduplicacdo é modulada pelos
niveis de auxina, citocinina, acido abscisico e
giberelina (VALENTE et al., 1998). De fato, ha
evidéncias de que estes reguladores de crescimento
afetam diretamente a expressdo de genes
responsdveis pela regulacido do endociclo (FRANK;
SCHMULLING, 1999). Porém, neste trabalho tanto
o meio de cultura sem reguladores de crescimento,
quanto os meios com reguladores proporcionaram
endorreduplicacdo nos explantes. No entanto, as
estimativas de contetido de DNA foram afetadas
pelos reguladores.
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Portanto, os reguladores de crescimento
influenciam no estabelecimento in vitro de pitaya
vermelha, assim como na estimativa da quantidade
de DNA.

CONCLUSOES

Explantes de pitaya vermelha cultivados in
vitro na auséncia de luz ndo desenvolvem.

O meio de cultura que proporciona melhor
crescimento e desenvolvimento in vitro é o MS
acrescido de 0,1 mg L' de ANA e BAP ou CIN nas
concentracdes de 1 ou Smg L.

A endorreduplicagdo foi observada em
todos os tratamentos, exceto no material coletado no
campo. O meio de cultura que proporciona aos
explantes maior variagdo na quantidade de DNA ¢é
MS com 10 mg L' de BAP e 0,1 mgL"'de ANA.
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ABSTRACT: Micropropagation makes the obtaining of seedlings of red pitaya easier, but, it can cause genetic

mutations such as polysomaty, endopolyploidy or endoreduplication. In this work, it was aimed to develop a protocol for
micropropagation and check the endoreduplication in red pitaya. Pitaya cladodes were micropropagated im MS culture
medium with 0.1 mg L' of ANA added of BAP and kinetin at the dosages of 0, 1, 5 and 10 mg L™, the MS medium
without any growth regulators being used as the control treatment. The experimental design utilized was the completely
randomized in factorial 2 x 8 (absence and presence of light and 8 different culture media), amounting to 16 treatments,
namely, 4 replications of 3 explants. The experiment was conducted in the presence and absence of light in a growth room
at 25 + 2 °C, average irradiance of 42W m™ and photoperiod of 16 hours for 120 days. The flow cytometry analysis was
utilized on three explants per treatment. Cladode samples, along with the internal pattern (pea) were ground with 1 ml of
extraction buffer LB 01 and 25 mL of propide iodide, analyzed in flow cytometer. The explants submitted to the absence
of light did not respond to the treatments. The culture medium which brings about the best in vitro growth and
development is the MS added of 0.1 mg L' of ANA and BAP or kinetin at the concentrations of 1 or 0.5 mg L. The
culture medium which provides to the explants greatest variation in the amount of DNA is MS with 10 mg L' of BAP and
0.1 mg L™ of ANA. The phenomenon of endoreduplication is found in all the treatments investigated.

KEYWORDS: Hylocereus undatus Haw. Flow cytometry. Plant hormones.
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