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RESUMO: A pitaya ¢ uma fruta de elevado potencial econémico e nutricional que tém
despertado a atengao do setor sementeiro para uma produgao de alta qualidade, uma vez que
a propagacdo dessa cultura ¢ realizada exclusivamente por sementes. Este trabalho buscou
avaliar a qualidade fisiologica, sanitaria e bioquimica de sementes de pitaya em diferentes
estadios de maturagdo de frutos. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢cdes, em que os frutos colhidos aos 25, 30, 35 e 40 dias ap6s
a antese, seguido de sua despolpa para remogdo das sementes. A qualidade das sementes
foi avaliada por: germinagdo, envelhecimento acelerado, emergéncia de plantulas, indice
de velocidade e tempo médio de germinagdo, sanidade e os padrdes eletroforéticos de
proteinas resistentes ao calor LEA. Verificou-se que as sementes de pitaya atingem a maxima
maturidade fisiologica aos 40 dias depois da antese, periodo em que as proteinas resistentes
ao calor LEA também tém maior expressdo. A presenca de fungos nas sementes de pitaya
de diferentes estadios de maturagdo ¢ baixa.

ABSTRACT: Pitaya is a fruit that has a high economic and nutritional potential, and
these characteristics has picked the interest of the seed sector for high quality production,
as the propagation of this culture occurs solely through seeds. The aim of this study was
to evaluate the physiological, biochemical and health quality of pitaya seeds with different
stages of fruit maturation. The experimental design used was completely randomized with four
replications, where fruits were collected at 25, 30, 35 and 40 days after anthesis, followed
by pulp removal to acquire seeds. Seed quality was evaluated according to: germination,
accelerated aging, seedling emergence, speed index and average germination time, seed
health, and electrophoretic patterns of heat resistant proteins LEA. The results showed
that pitaya seeds reach their full physiological maturity at 40 days after anthesis, the same
period during which heat resistant proteins LEA are expressed higher. The presence of fungi
in pitaya seeds from fruits of different maturation stages is low.
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1 Introducao

Aespécie Hylocereus undatus Haw., popularmente conhecida
como pitaya, pertence a familia Cactaceae e esta distribuida em
paises como Costa Rica, Venezuela, Panama, Uruguai, Brasil,
Colombia e México. Ela ¢ uma planta perene, geralmente
cresce sobre arvores ou pedras se fixando por meio de raizes
adventicias fibrosas e abundantes. Suas flores sdo hermafroditas,
de coloragdo branca, medindo cerca de 20 a 30 cm de largura,
com abertura durante a noite. Os frutos dessa espécie sdo
globosos ou subglobosos, cobertos por bracteas, medindo
de 10 a 20 cm de didmetro e podendo apresentar coloragdo
amarela ou vermelha. Suas sementes medem em média 3 mm
de diametro, apresentando coloragdo escura e distribuigdo por
toda a polpa (Canto, 1993; Le Bellec et al., 2006; Silva et al.,
2006; Andrade et al., 2008). O desenvolvimento ideal das plantas
de pitaya ocorre em ambientes com precipitacdo anual de 1200
a 2000 mm, temperaturas entre 14 e 26°C, sombreamento de
40 a 60% e solos de pH entre 5,5 e 6,5 (Mizrahi et al., 1997,
Raveh et al., 1998).

A Coldmbia e 0 México sdo os maiores produtores de pitaya,
porém esse exo6tico fruto tem despertado o interesse de outros
paises por suas caracteristicas terapéuticas e nutricionais, que
agregam valor ao produto. Essa espécie tem sido tradicionalmente
consumida pelos paises do México, Vietnam, da Colombia e
Nicaragua (Nerd et al., 2002; Andrade et al., 2005; Cavalcante
et al., 2011; Moreira et al., 2011; Silva et al., 2011).

No Brasil, a maior produtora ¢ a regido Sudeste, principalmente
na cidade de Catanduva-SP, onde, de dezembro a maio,
produz-se 14 t por hectare. Evidencia-se também que a regido
central do pais ¢ o melhor centro de dispersdo dessa espécie
(Bastos etal., 2006; Junqueira et al., 2010). Com o aumento do
consumo, o fruto da pitaya tem ganhado mercado, ¢ em 2013
foram comercializadas 319 t da producdo nacional, além de
um grande volume importado da Coldmbia que representou
6% da comercializacdo das Centrais de Abastecimento de
Campinas (Ceasa) (Andrade et al., 2007; Brasil, 2014; Oliveira
Junior et al., 2015).

O objetivo dos estudos sobre a maturagdo ¢ colheita de
frutos ¢ determinar o periodo de maxima qualidade fisiologica
das sementes e, com isso, planejar a melhor época para se
evitar a obtenc¢do de sementes imaturas colhidas precocemente
ou deterioradas pelo retardamento da colheita (Vidigal
et al., 2011). A maturagdo implica em todas as mudang¢as
morfologicas e fisiologicas que se iniciam na fertilizagdo do
ovulo e geralmente se encerram no momento da colheita. Nesse
periodo ha as transformagdes de tamanho, acompanhadas por
visiveis mudancgas de coloragdo, conteudo de matéria seca e
do maximo poder germinativo e vigor das sementes. Métodos
para determinacdo do ponto de maturidade ideal sdo de extrema
importancia na tomada de decisdo quanto ao uso ou descarte
de lotes de sementes antes do armazenamento (Aguiar et al.,
1988; Bittencourt et al., 1991; Pessoa et al., 2012).

As pesquisas com sementes de pitaya tém sido realizadas
para a caracteriza¢do propagativa da espécie, comegando
pelo estadio de maturagdo dos frutos, que pode influenciar na
qualidade fisioldgica das sementes e, consequentemente, na
producdo das mudas. Informagdes como estas sdo de grande
utilidade para programas de melhoramento, que fazem a

sele¢@o das melhores caracteristicas fenotipicas e genotipicas
da espécie para aumento da produtividade (Andrade et al.,
2008; Lone et al., 2014).

De acordo com o exposto, buscou-se avaliar a expressao
de proteinas resistentes ao calor e a qualidade fisiologica e
sanitaria de sementes de pitaya provenientes de frutos com
diferentes estadios de maturagao.

2 Material e Métodos

Os frutos de pitaya utilizados foram produzidos no pomar
do Departamento de Fruticultura da Universidade Federal de
Lavras (21°14°43”’S ¢ 44°59°59”W) no periodo de abril de 2016.
Foi realizada a polinizag@o e marcagao de 20 flores no periodo
da antese ¢ a coleta dos frutos foi realizada em 25, 30, 35 ¢ 40
dias apos a antese (DAA) (Figura 1). Em seguida realizou-se
a despolpa, com lavagem em agua corrente até a completa
remog¢ao da mucilagem das sementes, que em seguida foram
secadas em ambiente natural até atingir 8% de teor de agua.

Figura 1. Frutos de pitaya colhidos em diferentes estadios de maturagéo.
1A:25DAA; 1B:30 DAA; 1C: 35 DAA; 1D: 40 DAA (dias apds a antese).

Figure 1. Pitaya fruit harvested at different maturity stages. 1A: 25 DAA,;
1B: 30 DAA; 1C: 35 DAA; 1D: 40 DAA (days after anthesis).

Para a determinagédo da qualidade fisiologica, sanitaria e da
expressao de proteinas resistentes ao calor (proteinas LEA) das
sementes de pitaya, realizou-se os seguintes testes:

* Germinagdo: foram utilizadas quatro repeti¢des de 50
sementes para cada tratamento, semeadas em papel
mata-borrao umedecido com agua destilada a 2,5 vezes
o peso do papel seco, mantidas em caixas gerbox (Brasil,
2009b) a 25°C numa camara B.O.D. (Lone et al., 2014)
por 10 dias. A germinagao foi estabilizada nesse periodo,
posteriormente realizando-se a contagem de plantulas
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normais, com os resultados expressos pela porcentagem
destas.

« Indice de velocidade e tempo médio de germinagdo:
realizados em conjunto com a germinacao, computando-se
diariamente o nimero de sementes germinadas a partir da
primeira protrusdo de radicula (1 mm) até a estabilizagdo
da germinagdo, conforme Edmond & Drapala (1958) e
Maguirre (1962).

» Envelhecimento acelerado: para cada tratamento utilizou-
se caixas gerbox com tela de ago inoxidavel, onde foram
colocados canos de policloreto de polivinila (PVC) de
25 mm de didmetro cortados em segmentos de 10 mm.
Estes recipientes de PVC receberam tecido voal em seu
fundo, onde as sementes foram dispostas em uma camada
uniforme sobre a superficie do tecido, enquanto o espago
ao redor do cano foi coberto por papel mata-borrao
(Figura 2). No interior de cada gerbox foram colocados
40 mL de dgua destilada, sendo armazenadas em camara
B.0O.D. a 42°C por 48 h.

Essa metodologia foi desenvolvida tendo em vista o tamanho
reduzido das sementes de pitaya, que demandam a utilizagdo
de telas de aluminio de malha mais fina nas caixas gerbox, €
para que ndo fosse necessario utilizar uma grande quantidade
de sementes, utilizou-se cano PVC cortado para exercer a
mesma fun¢@o da malha de aluminio maior. Decorrido o tempo
de envelhecimento, estabeleceu-se a germinagdo com quatro
repeticdes de 50 sementes conforme anteriormente descrita,
computando-se a porcentagem de plantulas normais no quinto
dia apos a semeadura.

Figura 2. Método de envelhecimento acelerado para sementes de pitaya
em caixas gerbox utilizando cano PVC cortado.

Figure 2. Accelerated aging method for pitaya seeds in plastic boxes
using cut PVC pipe.

» FEmergéncia de plantulas: a semeadura foi realizada
em caixas gerbox com propor¢do 2:1 de solo e areia e
umedecida a 60% da capacidade de retenc@o de agua,
sendo mantidas em cdmara de crescimento a 25°C com
fotoperiodo de 12 h por 14 dias. Utilizou-se quatro
repeticdes de 50 sementes por tratamento e os resultados
foram expressos em porcentagem de plantulas emergidas.
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« Indice de velocidade e tempo médio de emergéncia:
realizados em conjunto com a emergéncia de plantulas,
computando-se diariamente o nimero de plantulas
emergidas até a estabilizagdo, conforme Edmond &
Drapala (1958) e Maguirre (1962).

e Sanidade: as sementes foram incubadas em placas de Petri
de 15 cm, com trés folhas de papel de filtro umedecidas
com agua destilada e 2,4-diclorofenoxiacetato de potassio
(2,4-D) a 5 ppm. Foram utilizadas 50 sementes de cada
tratamento por placa, em quatro repetigdes. As placas
foram mantidas em camara de incubagdo a 20°C sob
regime de 12 por 12 (12 h de luz e 12 h em escuridao),
onde permaneceram por sete dias até a avaliagdo da
incidéncia de fungos (Brasil, 2009a).

*  Proteinas resistentes ao calor (Late Embryogenesis Abundant —
LEA): as amostras de sementes de cada tratamento foram
moidas em cadinho contendo nitrogénio e polivinilpirrolidona
(PVP). Em seguida pesou-se 0,100 mg de cada amostra
e acrescentou-se tampao de extra¢do, na proporcao de 10
partes de tampao para 1 de amostra. As amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C, em seguida
separando-se o sobrenadante da amostra e incubando-o em
banho-maria a 85°C por 10 min. A centrifugagédo foi entdo
repetida e ao final retirou-se o sobrenadante, aplicando-se
o tampao da amostra. Aplicaram-se as canaletas do gel de
poliacrilamida SDS-PAGE as amostras juntamente com
o padrdo de proteinas LEA, realizando-se em seguida a
corrida eletroforética a 110 V por 5 h. A coloragao do gel
foi feita utilizando-se solu¢cao de Coomassie Blue 0,05%
por 12 h e solugdo de acido citrico para descoloragéo,
como descrito por Alfenas (2006).

O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro
repeti¢des para cada estadio de maturagao de frutos. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia pelo software Sisvar
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05)
(Ferreira, 2011).

3 Resultados e Discussao

Os resultados da germinacao (Tabela 1) apresentaram menor
percentual de plantas normais para as sementes obtidas de
frutos com estadio de maturacao de 25 DAA (73%), sendo este
percentual inferior em relagao aos demais estadios. Observou-se
que aos 25 DAA, as sementes de pitaya ndo haviam atingido o
maximo de qualidade fisioldgica e vigor, precisando de mais
cinco dias de maturagdo para que apresentassem germinagao
acima de 90%.

Marques et al. (2011), realizando a fenologia reprodutiva dos
frutos de pitaya em Lavras-MG, afirmam que a maturagado dos
frutos se da entre 30 e 40 dias apds a antese das flores, quando
eles adquirem coloragdo rosa e vermelha intenso. Menezes et al.
(2015), avaliando as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos
frutos de pitaya em Lavras, afirmaram que a maturagao dos frutos
comeca apds 36 DAA e a completa maturacdo ocorre aos 41 DAA.
Os estadios de maturagdo citados por estes autores coincidem com
os estadios de maturagdo observados neste trabalho, em que as
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sementes com elevada qualidade fisiologica eram provenientes
frutos com maturagdo de 30, 35 e 40 DAA (Tabela 1).

A velocidade de germinacdo das sementes de frutos com
maturagao de 40 DAA teve o maior indice (18,37), enquanto
as sementes de 25 DAA, o menor (6,00), quando comparada
aos demais estadios de maturacdo. Também verificou-se que,
mesmo nao havendo diferenca significativa para a germinacao
das sementes de frutos com maturagdo de 30, 35 ¢ 40 DAA,
o indice de velocidade de germinagdo das sementes de frutos
com maturagdo de 30 e 35 DAA foi inferior as dos frutos
com maturagdo de 40 DAA, diferenca de vigor essa que pode
originar do fato de frutos de 30 e 35 DAA ndo terem sementes
com maxima de qualidade fisiologica.

Essa diferenga também pode ser observada no tempo médio
de germinagdo das sementes, em que o estadio de 40 DAA
apresentarou o menor tempo, de 3 dias, para o inicio da
germinacgao, e as sementes de 25 DAA, 7 dias.

Tabela 1. Germinacao (G), velocidade de germinagdo (VG) e tempo médio
de germinacao (TMG) de sementes de pitaya em diferentes estadios de
maturagdo dos frutos (25, 30, 35 ¢ 40 DAA — dias apos a antese ).

Table 1. Germination (G), speed of germination (VG) and mean time of

germination (TMG) of pitaya seeds in different stages of fruits maturation
(25, 30, 35 ¢ 40 DAA — days after anthesis).

maturagze, 09 (ndice) (i
25 DAA 73 b 6,00 ¢ 6 a
30 DAA 9 a 14,74 b 4 b
35 DAA 9 a 1441 b 4 b
40 DAA 100 a 18,37 a 3 c
C.V. (%) 3,49 4,19 5,76

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05).

Os resultados do envelhecimento acelerado (Tabela 2)
apresentaram, para os dois ultimos estadios de maturacdo
(35 ¢ 40 DAA), 98% de germinagdo, sendo estas sementes
consideradas as mais vigorosas. Foi observado menor
percentual de emergéncia de plantulas para as sementes de
frutos com maturagdo de 25 DAA (34%), e para a velocidade
de emergéncia, mais uma vez verificou-se a reducéo no indice
para as sementes dos frutos com maturacdo de 30 e 35 DAA
em comparagdo com os de 40 DAA, indicativo de que, apesar
do elevado percentual de emergéncia as sementes desses dois
estadios de maturagdo, estas tiveram menor vigor.

Na Tabela 2 observou-se que as plantulas das sementes de
frutos com maturagdo de 25 DAA precisaram de maior tempo
para emergir (7 dias), enquanto as plantulas de sementes de
40 DAA, apenas 4 dias.

Segundo Marcos Filho et al. (2009), testes de vigor sdo muito
utilizados para identificar diferencas de qualidade de diferentes
lotes de sementes, para se selecionar lotes mais vigorosos, com
maior eficiéncia do estabelecimento de estande, sob ampla
variacao de condigdes ambientais. Nascimento et al. (2006)
retratam a importancia na identificagdo do ponto de maturidade
de sementes com diferentes maturagdes, que se da por meio

de testes fisiologicos e de vigor, como observado nos dados
apresentados anteriormente.

Tabela 2. Envelhecimento acelerado (EA), emergéncia de plantulas (EP),
velocidade de emergéncia (VE) e tempo médio de emergéncia (TME) de
sementes de pitaya em diferentes estadios de maturagao dos frutos (25,
30, 35 e 40 DAA — dias apos a antese).

Table 2. Accelerated aging (EA), seedling emergence (EP), speed emergency
(VE) and mean time if emergence (TME) of pitaya seeds in different
stages of fruit maturation (25, 30, 35 ¢ 40 DAA — days after anthesis).

ataggo PAC) PO) ey iy
25 DAA 50 ¢ 34 b 2,73 ¢ 7 a
30 DAA 8 b 91 a 11,08 ab 5 ab
35 DAA 98 a 92 a 898 b 6 ab
40 DAA 98 a 9% a 12,39 a 4 c
C.V. (%) 4,86 5,37 16,80 19,02

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste
Tukey (p < 0,05).

Durante a maturac¢do da semente, a aquisi¢do da tolerancia
a dessecagao pode coincidir com a maturidade fisiologica. A
capacidade de germinar apos a colheita precede o desenvolvimento
dessa habilidade em relacdo a rapida secagem artificial (Hong-
Boetal., 2005). As proteinas LEA estéo presentes em sementes
que adquirem a capacidade de tolerar a secagem, e estdo prontas
para iniciar este processo, e consequentemente a dispersao.

Na Figura 3, que representa a expressao das proteinas LEA,
observou-se aumento da expressdo de acordo com o aumento
do niimero de dias da maturac@o dos frutos, sendo portanto as
sementes de 40 DAA as quais tiveram maior expressao, indicando
que estas atingiram a maxima maturidade naquele estadio.

Se compararmos com a germinagao, ¢ possivel observar que
aos 40 DAA a germinagao foi de 100%, e as sementes de frutos
com maturagdo de 30 e 35 DAA obtiveram 99% de germinagao,
porém com vigor um pouco inferior, conforme anteriormente
citado. Ja as sementes de frutos com maturagdo de 25 DAA
ainda ndo haviam adquirido a maxima qualidade fisiologica,
exibindo também menor atividade de proteinas LEA (Figura 2).

Pelo teste de sanidade (Figura 4), constatou-se a ocorréncia
de Fusarium sp., Phoma sp., Cladosporium sp., Colletotrichum
sp., Alternaria sp. e Aspergillus sp.

De maneira geral, a incidéncia de fungos diminuiu com o
aumento da idade dos frutos, principalmente para Fusarium sp.,
Colletotrichum sp. e Aspergillus sp. Além disso, verificou-se
que a incidéncia de Aspergillus sp. foi menor em comparagao
com os demais géneros de fungos. Sabe-se que este género ¢ um
fungo de armazenamento (Machado, 2012), portanto sua baixa
ocorréncia pode ser explicada devido ao teste de sanidade ser
realizado logo apos a colheita, extragdo e secagem das sementes.

A incidéncia de fungos nas sementes foi inferior a 8% para
todos os fungos identificados, e por ser considerada baixa, essa
incidéncia ndo foi suficiente para afetar a qualidade fisiologica
e o vigor das sementes em todos os estagios de maturagao.
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Figura 3. Padroes eletroforéticos de proteinas resistentes ao calor LEA de sementes de pitaya em diferentes estadios de maturacao dos frutos (25, 30,
35 ¢ 40 DAA — dias apos a antese). Lavras, MG, 2016. M: Marcador molecular de LEA proteinas.

Figure 3. Electrophoretic patterns of heat resistant protein LEA of pitaya seeds in different stages of fruit maturation (25, 30, 35 e 40 DAA days after

anthesis). Lavras, MG, 2016. M: LEA Proteins molecular marker.

10 10
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2
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Figura 4. Incidéncia de fungos em sementes de pitaya em diferentes estadios de maturagao dos frutos (25, 30, 35 e 40 DAA dias apds antese).

Figure 4. Fungus incidence of pitaya seeds in different stages of fruit maturation (25, 30, 35 ¢ 40 DAA — days after anthesis).

4 Conclusoes

As sementes de pitaya atingem a maturidade fisiologica aos
40 dias apods a antese, periodo também de maior expressao
de proteinas resistentes ao calor LEA. A presenga de fungos
nas sementes de pitaya provenientes de frutos com diferentes
estadios de maturagdo ¢ baixa.
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