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RESUMO

CRUVINEL, Fabio Ferreira. Caracterizacdo morfoagronémica, diversidade genética e
requerimentos de polinizacdo de pitaieiras. 2020. 83p. Tese (Doutorado em Fitotecnia).
Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

A pitaia € uma fruta emergente, sendo apreciada pelo seu sabor e propriedades nutricionais.
Originada no continente americano e conhecida deste o periodo pré-colombiano, apenas nos
ultimos 30 dias anos essa fruteira ganhou importancia comercial refletindo em poucos trabalhos
relacionados ao manejo seu melhoramento genético. Este trabalho objetiva a caracterizacéo
morfoagrondmica, o estudo da diversidade e o levantamento dos requerimentos de polinizacéo
das pitaieiras presentes colecdo de germoplasma da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, como base para futuros trabalhos de melhoramento dessa cactacea nessa regido e a
indicacdo espécies e futuro lancamento de cultivares aos produtores rurais. Para tanto, foram
avaliados 54 descritores morfoagrondmicos qualitativos e guantitativos, 25 dos quais foram
descartados pela analise de componentes principais por se mostrarem redundantes e
correlacionados com os demais. Dos 29 descritores mantidos, 0s que mais contribuiram para a
variancia fenotipica foram os relacionados as caracteristicas dos frutos e das flores para o
levantamento da diversidade da colecdo (capitulo 1). A dissimilaridade entre os acessos foi
estimada com base nos 29 descritores multicategéricos (quantitativos e qualitativos) em
conjunto. A partir da matriz de dissimilaridade, foi realizada a analise de agrupamento dos
acessos por meio de dendrograma utilizando o método do UPGMA como critério de
agrupamento. Foram obtidos 6 grupos condizentes com a caracterizacdo taxondmica e a origem
do material e os acessos HuxHp1, HixHi2, Hs4 e HmxHi mostram-se promissores na obtencéo
de frutos de pitaia de alta qualidade e para futuras hibridac6es (capitulo 2). A extracdo de DNA
a partir de cladédios das pitayas pode ser dificultada pelo excesso de mucilagem,
polissacarideos e compostos secundarios do metabolismo tipico dessas cactaceas. A adi¢do de
etanol hidratado na concentracdo de 70% antes da extracdo que utiliza o detergente CTAB foi
proposta para facilitar a extracdo de DNA de pitaieiras. Com essa adaptacdo foi possivel a
extracdo de DNA em quantidade e qualidade que permitem os estudos moleculares com DNA
e foi notada a eliminacdo da mucilagem (capitulo 3). Foram estudados, ainda na referida
colecdo, os requerimentos de polinizacdo de 4 espécies de pitaieiras (Selenicereus undatus, S.
polyrhizus, S. costaricenses e S. setaceus). A polinizacdo cruzada aumenta o0 pegamento de
frutos em pitaieiras. Os acessos das espécies S. polyrhizus e S. costaricenses da cole¢do de
germoplasma de pitaieiras da UFRRJ possuem heterostilia que causa diminuicao no pegamento
de frutos na polinizacdo aberta. O acesso da espécie S. costaricenses possui evidéncia de
autoincompatibilidade (Capitulo 4).

Palavras-Chave: Selenicereus spp.. Recurso genético vegetal. Colecdo de germoplasma.
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ABSTRACT

CRUVINEL, Fabio Ferreira. Morpho-agronomic characterization, genetic diversity and
pollination requirements of pitayas trees. 2020. 83p. Thesis (Doctorate in Phytotechnics).
Institute of Agronomy, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

The pitaya (or dragon fruit) is an emerging fruit, it has appreciation for its flavor and nutritional
properties. Originating in the American continent and despite the knowledge of this fruit being
pre-Columbian, its breeding is incipient. This work aims at the morpho-agronomic
characterization of the germplasm collection of pitaieiras at the Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, the study of the diversity of this collection and the survey of the pollination
requirements of this fruit tree, intending to be the basis for future work to improve this cactus
in this region and the indication of species and the future launch of cultivars for rural producers.
For this purpose, 54 qualitative and quantitative morpho-agronomic descriptors were evaluated
by multivariate statistics, 25 of these descriptors were discarted by the principal componentes
analysis because they are redundant and correlated with the others. 29 descriptors maintained,
the most important were those related to the characteristics of fruits and flowers for surveying
the diversity of the collection (chapter 1). The dissimilarity was made based on the 29
descriptors maintained, considered to the multi-categorical descriptors (quantitative and
qualitative) together. The cluster study was then carried out by average of the dissimilarities
(UPGMA) and 6 groups were obtained, consistent with the taxonomic characterization and the
origin of the material, and the accessions HuxHp1, HixHi2, Hs4 and HmxHi show promise in
obtaining high quality pitaya fruits and for future hybridizations (chapter 2). The pollination
requirements of 4 species of pitaieiras (S. undatus, S. polyrhizus, S. costaricenses and S.
setaceus) were also studied in this germoplasm collection. Cross-pollination increases fruit set
in pitaya trees. The accesses of the species S. polyrhizus and S. costaricenses of the collection
of germplasm of pitaieiras of UFRRJ have heterostyly that causes a decrease in set fruits in
open pollination. The accession of the species S. costaricenses has evidence of self-sterility
(chapter 3). The extraction of DNA from pitaiyas stems can be hindered by the excess of
mucilage, polysaccharides and secondary compounds of the typical metabolism of these cacts
and the addition of hydrated ethanol in the concentration of 70% before the extraction using the
CTAB detergent has been proposed to facilitate DNA extraction of pitaya stems. With this
adaptation it was possible to extract DNA in quantity and quality that allow molecular studies
with DNA and the elimination of mucilage was noted (Chapter 4).

Key Words: Selenicereus spp.. Plant genetic resource. Germplasm collection.
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1 INTRODUCAO

O fruto da pitaieira, conhecido como pitaia, ganhou grande notoriedade nos ultimos anos
por possuir formato exuberante, epicarpo colorido, escamas salientes, gosto levemente
adocicado (dependendo da espécie), propriedades nutracéuticas, facil digestibilidade e
facilidade de propagac&o e cultivo. Essa cacticea epifita é encontrada naturalmente em area de
sub-bosque na copa de arvores e sobre rochedos em toda a América Latina e sendo cultivada
também na Asia, Oriente Médio e Europa. A pitaieira possui caule trepador suculento que emite
raizes adventicias para sua fixacao e absorcao de agua e nutrientes. Sua exigéncia nutricional é
baixa (para sua sobrevivéncia) e apresenta o metabolismo &cido das crassulaceas (CAM), com
plasticidade de poder abrir os estdmatos no periodo noturno para absorver didxido de carbono
e armazené-lo na forma de acido malico, o qual sofre rea¢des durante o dia e € transformado
em glicose (Mizrahi, 2014; Cruvinel et al., 2017).

Os precos praticados na comercializacdo das mudas, plantas e frutas da pitaieira sao
muito atrativos variando de 4,00 a 15,00 reais (por muda, planta ou quilo da fruta) pagos ao
produtor. Pequenas areas de cultivo fornecem alta rentabilidade, fazendo com que essa fruteira
seja uma alternativa para compor renda especialmente de pequenos produtores familiares,
ajudando na retencdo do homem no campo, criacdo de vagas de emprego e diminuigcdo da
migracao para areas urbanas, com consequéncias sociais importantes.

A ocorréncia natural da pitaieira em local sombreado faz com que apresente potencial
para composicdo de sistemas agroflorestais (SAF) utilizando como seu tutor e suporte o
componente arbdreo, aumentando a diversidade existente e preconizado nos sistemas
agroecoldgicos de producdo agricola. A baixa exigéncia nutricional, hidrica e luminosa da
pitaieira favorece o sistema sem aumentar demasiadamente a competicdo interespecifica
contribuindo com a sinergia do sistema. E importante salientar que nem todas as espécies e
selecdes de pitaya possuem alta produtividade em ambientes sombreados e que em sistemas
intensivos de producéo, as plantas de pitaya sdo muito exigentes em nutrientes, agua e luz no
sentido de se obter altas produtividades de frutos.

A baixa exigéncia hidrica caracteristica de plantas com o metabolismo CAM, que a
pitaieira manifesta, possibilita alta eficiéncia no uso da agua (EUA). No contexto
climatico/hidrico atual, o uso de cactaceas como produtoras de alimento pode ajudar a
minimizar o uso da dgua ou ser uma alternativa para regifes com escassez deste recurso natural.
A mesma ideia de uso de cactaceas como produtoras de alimentos pode diminuir o uso de
demais insumos agricolas favorecendo inclusive a agricultura com sistema de conducao
agroecoldgico por possibilitar menor entrada de insumos na matriz produtiva (Ortiz-Hernandez
etal., 1999).

Essas potencialidades no cultivo da pitaieira geraram, nos Gltimos anos, varias pesquisas
sobre sua propagacdo vegetativa via estaquia e micropropagagdo in vitro, uso de
fitorreguladores como auxinas, giberelinas e citocininas, melhoramento genético, adubacao,
efeito da radiacdo solar sobre o seu crescimento, fenologia, descricdo do crescimento,
propriedades nutricionais, caracterizagdo quimica, constituicdo e potencial uso na industria
alimenticia, cosmética e farmacéutica de seus compostos (Mizrahi, 2014).

A diversidade genética das variedades produzidas no Brasil € pouco conhecida. Essa
cactacea possui espéecies auto incompativeis o que dificulta o vingamento das flores que
possuem antese noturna, com a necessidade de polinizadores especificos. Poucos estudos foram
publicados sobre os requerimentos de polinizagédo da pitaieira. Essas lacunas na pesquisa dessa
frutifera sdo abordadas nesta tese por meio do estudo dos descritores morfoagrondmicos, da
diversidade genética baseada nesses tipos de descritores e no sistema reprodutivo de diferentes
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espécies e acessos da colecdo de germoplasma de pitaieiras da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro.

Esta tese estd dividida em quatro capitulos sobre essas demandas importantes para a
pesquisa no sentido de gerar informacdes Uteis para 0 melhoramento genético dessa cactacea.
O primeiro capitulo aborda o estudo dos descritores morfoagrondémicos da pitaieira e a
caracterizacdo da colecdo de germoplasma da UFRRJ com o objetivo de explorar quais
descritores sdo importantes para o trabalho de caracterizagdo dessa colecdo. O segundo capitulo
discorre sobre a diversidade genética da referida colecdo acessada pelos descritores
morfoagrondmicos estudados no capitulo 1. O terceiro capitulo trata de uma adaptacdo no
processo de extracdo de DNA a partir de cladddios de pitaieiras que algumas vezes sao
dificultados pelo excesso de mucilagem, polissacarideos e outros compostos que podem
comprometer a qualidade das amostras de DNA. O quarto capitulo versa sobre o estudo da
heterostilia e requerimentos de polinizacdo de 4 espécies de pitaya da colecdo de germoplasma.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A Pitaieira
2.1.1 Importéancia econdémica

O fruto da pitaieira € a parte da planta com maior apelo econémico, porém os dados
mercadoldgicos das pitaias ainda sdo pouco padronizados e divulgados. O Vietna figura como
0 pais com maior producdo com cerca de 700 mil t/ano, seguido pela China com cerca de 200
mil t/ano, Indonésia com cerca de 40 mil t/ano, Taiwan com 30 mil t/ano, Mal&sia com 9 mil
t/ano, Nicaragua com 7 mil toneladas e México com 3 mil t/ano. O preco médio praticado em
2018 foi de 3,00 ddlares/kg (Frées Janior et al., 2019).

O Brasil em 2017, conforme relatado pelo censo agropecuario, produziu
aproximadamente 1500 t (IBGE, 2017). Segundo 0 mesmo censo, o0 estado de S&o Paulo foi o
maior produtor nacional com 516 t, seguido pelo estado de Santa Catarina com 328 t, Minas
Gerais com 185 t, Pard com 156 t, Rio de Janeiro com 100 t, Rio Grande do Sul com 89t (IBGE,
2020). A producdo de pitaias concentra-se na agricultura familiar em propriedades com menos
de 5 hectares localizadas proximas a grandes centros consumidores ou com facilidade de
distribuicdo (IBGE, 2017).

A casca do fruto da pitaieira € fonte de proteinas pigmentares usadas na indudstria de
alimentos. As betalainas, como a betacianina (pigmentacdo vermelha) e betaxantinas,
(pigmentacdo amarela) presentes na pitaia possuem alta solubilidade, estabilidade e s&o
inodoras, sendo, portanto, uma alternativa aos corantes artificiais (Tze et al., 2012). Os
compostos fendlicos e flavonoides da pitaieira possuem acdo antioxidante, inclusive com
potencial de inibicdo de crescimento de células cancerigenas e protecdo ao DNA (Wu et al.,
2006; Tsai et al., 2019).

Além do fruto, os cladddios e flores podem ser utilizados na alimentacdo humana e
animal (Kinupp; Lorenzi, 2014).

2.1.2 Taxonomia

As pitaieiras cultivadas pertencem a ordem Caryophyllales, familia Cactaceae,
subfamilia Cactoideae, tribo Hylocereeae, género Selenicereus. Essa classificacdo é recente e
baseada em andlises de filogenia molecular de 4 regies do plastidio (Korotkova ; Borsch;
Arias, 2017). Anteriormente Bauer (2003) havia incluido 19 espécies do género Selenicereus
no género Hylocereus o que foi revertido e se mostrado equivocado. Assim a nova classificacéo
inclui o antigo género Hylocereus e mais 4 espécies do género Weberocereus no género
Selenicereus. Assim as espécies mais cultivadas atualmente sdo: S. undatus, S. polyrhizus, S.
megalanthus, S. costaricenses e S. setaceus.

Além dos dois estudos citados acima outros 3 grandes estudos foram carreados nos
ultimos 100 anos com o objetivo de classificar as pitaieiras botanicamente: Britton e Rose
(1963) baseados em caracteristicas morfoldgicas consideraram o grupo Hylocereeae com 9
géneros como uma subtribo da tribo Cereeae. Buxbaum (1958) classificou Hylocereeae como
tribo e incluiu mais 3 géneros e excluiu um. Barthlott (1993) excluiu mais 5 géneros da tribo
Hylocereeae. Atualmente, a tribo Hylocereeae contem 8 géneros (Acanthocereus, Aporacactus,
Disocactus, Epiphylium, Kimmachia, Pseudorhipsalis, Selenicereus e Weberocereus).

Controveérsias entre géneros e espéecies também sdo comuns (Mizrahi, 2014), por
exemplo a espécie S. setaceus foi classificada no género Selenicereus por Britton e Rose (1963),
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depois realocada no género Hylocereus (Bauer, 2003) e hoje agrupada novamente no género
Selenicereus, 0 mesmo acontece com a espécie S. megalanthus. Essas relacdes ndo sdo tdo
definidas por causa da origem de muitas espécies dessa tribo terem se dado por hibridacGes e
poliploidias naturais (Tel-Zur, 2004).

2.1.3 Origem e disperséo

As pitaieiras sdo encontradas em regides costeiras, montanhosas e florestas tropicais
desde o sul dos Estados Unidos, América Central e do Sul de onde sdo originarias. Essas
frutiferas tém sido utilizadas como fonte de alimento desde épocas pré-colombianas, porém
somente na década de 1980 que se iniciaram 0s cultivos com fins comerciais (Luders;
Mcmahon; Dpifm, 2006).

No inicio da década de 1900 plantas de Selenicereus undatus foram levadas ao Vietham
para servir ao rei, o que trouxe grande notoriedade ao fruto da pitaieira naquela regido e
posteriormente espalhou-se por toda a Asia, como sendo um fruto nobre e promotor de satide.
Atualmente o sudeste asiatico figura entre os maiores produtores mundiais de frutos dessa
cactacea. Em lIsrael, na década de 1990, as pitaieiras foram introduzidas por pesquisadores da
Universidade Ben-Gurion de Negev, para serem alternativa de cultivo para regides aridas
(Mizrahi, 2014).

No Brasil, no inicio da década de 1990, iniciou-se os primeiros plantios de pitaieiras no
interior do estado de S&o Paulo. Hoje ha producdo em todas as regides do Brasil gracas ao
intercdmbio entre colecionadores e comunidades de etnia japonesa. As primeiras pesquisas
datam do final da década de 1990 e inicio de 2000 e figuraram sobre a fenologia reprodutiva,
propagacdo via estaquia (Marques et al., 2012) e melhoramento e sele¢cdo de cultivares
(Jungueira et al., 2010).

2.1.4 Morfologia

As pitaieiras sdo epifitas de crescimento indeterminado, possuem raizes basais
fasciculadas, longas e superficiais, emitem ainda raizes ao longo do caule para fixa¢do em
arvores ou rochas no habitat natural sub bosque. Em cultivos comerciais necessitam de tutores
(Donadio, 2009; Mizrahi, 2014).

O caule suculento dessa cactacea, o cladodio, possui presenca de aréolas de onde surgem
0s espinhos, novas brotagdes, botdes florais. No momento da emissdo de novas brotacoes
apresentam exsudacdo de compostos agucarados. Possui forma triangular, com costilhas planas,
convexas ou concavas com bordas firmes ou quebradicas conforme a variedade ou clone. Em
toda a extensdo do cladddio ha presenca cera, uma adaptacdo para evitar perda de agua.

A pitaieira apresenta flor completa com 20 a 35 cm de comprimento, em forma de
trombeta, com antese noturna, perfumadas, contém numerosos estames (mais de 800)
arranjados em 2 fileiras, com anteras que se abrem em fendas longitudinais, flor unicarpelar
formada por pistilo com 14 a 28 estiletes de cor creme, com estames esverdeados, as sépalas
séo livres verdes claras, rajadas ou coloridas nas bordas. A corola é actinomorfa com pétalas
livres geralmente sdo de cor branca ou creme (Donadio, 2009; Almeida; Cota-Sanchez; Paoli,
2013).



Pélatas

Perianto
Bractéas

Pericarpo

Figura 1. Morfologia floral da pitaieira Selenicereus undatus.
Fonte: Adaptado de UPOV (2011).

Seu fruto é uma baga globosa, cujo exocarpo pode apresentar varias bracteas coloridas
ou na mesma cor do exocarpo. O exocarpo é verde quando o fruto esta imaturo e pode apresentar
cor vermelha, amarela, alaranjada, verde, arroxeada e com tonalidades diversas quando maduro.
A polpa pode apresentar cor branca, vermelha ou translicida com variagGes de tons e com
centenas de sementes pretas.

2.1.5 Fisiologia

As pitaieiras apresentam metabolismo acido das crassulaceas (CAM) facultativo,
podendo abrir os estomatos no periodo diurno (CAM ciclico) se cultivada em condicdes sem
estresse. As pitaieiras possuem 11 a 20 estomatos por mm? (Ortiz-Hernandez, 2000). Algumas
espécies ou clones possuem baixa tolerancia a altas radiacGes luminosas e a morfologia dos
cladodios pode ser afetada por este estresse (Oliveira et al., 2020).

O maior crescimento vegetativo se da no periodo chuvoso e o periodo reprodutivo em
dias longos, que no hemisfério sul, vai de novembro a abril para a maioria das espécies e
hibridos. O crescimento dos ramos e a frutificacdo sdo assincronos, com varios estagios
vegetativos e fluxos florais (Cavalcante et al., 2011; Silva et al., 2015). As pitaieiras sdo
polinizadas por morcegos nectarivoros, grandes mariposas durante a noite e por abelhas durante
as primeiras horas da manh& (Muniz et al., 2019).

O tempo de abertura floral é dependente das condi¢fes ambientais e acontece em uma
Unica noite podendo se estender por algumas horas ap6s o amanhecer. O estigma se mantém
receptivo durante toda a antese e o p6len pode ser armazenado por alguns meses em ambiente
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refrigerado. A autopolinizacdo pode ocorrer em algumas espécies e acontece quando os lébulos
do estigma se dobram e tocam as anteras (Ortiz-Hernandez, 2000). Autoesterilidade,
hercogamia e heterostilia sdo descritas em alguns clones (Ortiz-Hernandez; Carrillo-Salazar,
2012).

Os frutos sdo ndo-climatéricos (ZEE et al., 2004) e ficam aptos a colheita 32 a 98 dias
apos a antese (Ortiz-Hernandez; Carrillo-Salazar, 2012; Lima; Faleiro; Junqueira, 2013b)
dependendo da espécie, ambiente e genotipo. A polpa é formada a partir do ovario e o exocarpo
é formado a partir do desenvolvimento do pericarpo. A massa do fruto é influenciada pela
eficiéncia da polinizacdo e pela fonte de pdlen (Silva; Martins; Cavallari, 2011). Os frutos sdo
sujeitos a danos por chilling e recomenda-se 0 armazenamento em ambiente refrigerado a 8°C
(Castro et al., 2017).

2.1.6 Propagacéao

As sementes das pitaieiras sdo fotoblasticas positivas, podem ser armazenadas em
camara fria por 28 dias, sdo muito vigorosas, germinam em temperaturas entre 25 e 30°C e
papel filtro e fibra de coco sdo os substratos que proporcionam maior taxa de germinacao. A
propagacao seminifera deve ser utilizada para fins de obtencéo de variabilidade (programas de
melhoramento genético) pois pitaieiras oriundas de sementes podem levar mais de 3 anos para
inicio da producéo de frutos (Andrade; Oliveira; Martins, 2005; Andrade et al., 2008; Ruths et
al., 2019).

O enraizamento de cladddios (estaquia) é o principal método de propagacdo para fins
comerciais, pois proporciona uniformidade ao plantio necessarios para os tratos culturais e a
qualidade dos frutos. Deve ser dada preferéncia a estacas maiores de 15 cm, como substrato
recomenda-se a utilizacdo de mistura de esterco com areia (1/1 em volume). As estacas
enraizam facilmente e o uso de auxinas exdgenas (&cido indolbutirico) acelera o processo. A
citocinina benzilaminapurina (BAP) pode ser utilizada para aumentar a taxa de crescimento e
namero de brotacdes (Bastos et al., 2006; Le Bellec; Vaillant; Imbert, 2006; Santos et al., 2010;
Cruvinel et al., 2017).

A enxertia possui uso potencial em pitaieiras da espécie Selenicereus megalanthus com
suscetibilidade a nematoides enxertadas sobre S. undatus ou S. setaceus. Recomenda-se a
técnica de enxertia por inglés simples, fenda cheia, enxertia por furo e a microenxertia (Silva,
2014; Cavichioli; Contiero, 2018; Moreira, 2018).

A micropropagacdo pode ser feita com o meio MS (Murashige; Skoog, 1962),
suplementando com citocininas thidiazuron (TDZ), cinetina ou BAP e auxinas acido
naftalacético (ANA) ou AIB. Usa-se cladddios novos como fonte de explantes e apés a
incubacdo devem ser submetidos a fotoperiodo de 16 horas, por até 11 subcultivos com
proliferacdo de até 6 brotacGes novas por explante. Apds a proliferacdo de novos brotos, esses
devem ser enraizados em meio MS suplementado com auxina e aclimatizados em substrato
organico por 90 dias sob sombreamento de 50% (Mohamed-Yasseen, 2002; Menezes et al.,
2012; Hua et al., 2015).

2.1.7 Tratos culturais

Os locais indicados para o plantio comercial de pitaieiras devem ter temperatura média
anual entre 18 a 30°C, sendo que temperaturas acima de 38°C e inferiores a 4°C sdo limitantes.
A pitaieira exige aporte hidrico de 150 mm por ano em casa de vegetacdo e 650 a 1200 mm por
ano em plantios abertos. O solo deve ser rico em matéria organica e bem drenado pois a pitaieira
ndo suporta encharcamento (Ortiz-Hernandez; Carrillo-Salazar, 2012; Mizrahi, 2014).



No preparo da cova de plantio recomenda-se a adi¢do de 20 L de esterco bovino, 200 g
por cova de fertilizante mineral NPK (N:15%, P.Os:15%, K20:15) ou outro composto organico
equivalente, adicdo de 500 g de calcério dolomitico (fornecimento de Ca). Em cobertura
recomenda-se ser aplicados anualmente até 600 Kg/ha de N e 200 Kg/ha K20 parcelados em
aplicacdes mensais diretamente no solo ou por fertirrigacdo (Mizrahi, 2014; Fernandes et al.,
2018; Luo et al., 2019; EMATER, 2020).

A pitaieira necessita ser tutorada e nessa operacao utilizam-se tutores de 1,50 m a 1,80
m para facilitar os tratos culturais, esses tutores podem ser de madeira, cimento, tipo espaldeira
ou suportes vivos como a Gliricidia sepium (Thomson, 2002; Le Bellec; Vaillant; Imbert,
2006). Os cladddios com ou sem raizes devem ser fixados nos tutores enterrando-se 2 cm a 5
cm. Pode-se utilizar cobertura (mulching) pléstica ou viva para prevenir danos as raizes
superficiais das pitaieiras (Luo et al., 2019).

O crescimento dos cladodios é vigoroso, podendo chegar a mais de 2 cm por dia
(Cruvinel et al., 2017) e a conducao desses novos cladodios se faz necessaria. Recomenda-se a
poda de formacéo e conducgdo de 1 a 2 cladodios até a altura de 1,50m ou 1,80m (dependendo
do suporte empregado). Quando os cladodios atingirem o apice do suporte faz-se a poda cessar
a dominancia apical e mantem-se os cladodios que surgirem acima do suporte, que serdo 0s
ramos produtivos (Bellec; Vaillant; Imbert, 2006).

A colheita deve ser feita quando a casca apresentar 50% da cor caracteristica do fruto
maduro conforme a espécie ou clone. Corta-se parte do cladodio que fixa o fruto para aumentar
a longevidade pos-colheita da pitaia, que deve ser mantida em refrigeracdo (Freitas; Mitcham,
2013; Castro et al., 2017b).

2.1.8 Melhoramento

O melhoramento da pitaieira é recente e focaliza-se na obtencéo de frutos com alta
qualidade (sabor e cor da casca e polpa), plantas autocompativeis, alta produtividade e periodo
produtivo longo. Na literatura disponivel destacam-se trés grupos de pesquisa em ambito
mundial: o norte/centro americano; o grupo de pesquisa asiatico China/Taiwan e o grupo de
estudos para regides aridas em Israel. O primeiro grupo tem o protagonismo dos pesquisadores
Paul Thomson (1916-2008), Ramiro Lobo e Edgar Valdivia e hoje seus alunos e colaboradores
(Universidade da Califérnia) ja lancaram mais de 70 clones, que sdo produzidos na América
Central (Thomson, 2002; Valdivia, 2010).

O grupo asiatico liderados por Taiwan, Vietnam e China concentram suas pesquisas no
lancamento de variedades com alta produtividade (40 ton/ha), clones com autocompatibilidade
polinica e adaptacdo as condi¢cdes edafoclimaticas daquela regido (Luo et al., 2019).

O grupo israelense, liderado pelos pesquisadores Yoseph Mizrahi, Avinom Nerd e
Noemi Tel-Zur (da Universidade de Ben Gurion de Negev), relata importantes avancos nas
técnicas de hibridizacdo, em estudos citogenéticos e moleculares, inclusive com hibridagéo
entre géneros Selenicereus e Epiphilium com langamento de variedades com elevada qualidade
de frutos e resisténcia a estresses ambientais (Tel-Zur et al., 2020).

No Brasil destacam-se os esfor¢cos da Embrapa Cerrados, do grupo de estudos da
Faculdade da Unesp de Jaboticabal, Universidade Federal de Lavras e esforgcos de empresas de
pesquisa e extensdo rural (EMATER-SC, APTA-SP), produtores rurais e colecionadores.
Junqgueira et al. (2010) e Lima, Faleiro e Junqueira (2013) relataram estudos da Embrapa
Cerrados na busca e langamento de cultivares nacionais oriundas de sele¢do clonal e hibridacéo
das espécies de importancia comercial focadas na produtividade, adaptabilidade e qualidade
dos frutos. Silva et al. (2017) em Jaboticabal-SP, relata o estudo de diversidade entre os hibridos
das espécies S. undatus, S. polyrhizus, S. setaceus e suas progénies.



2.2 Recursos Genéticos Vegetais

A Convengao Sobre Diversidade Biologica (CDB) definiu o termo ‘recurso genético’
como sendo o material genético de valor real ou potencial, ou seja, faz referéncia a amostra
fisica, de origem biologica herdavel, que tenha valor notério ou com potencialidade de ser
valorado e recursos genéticos vegetais quando se trata desses produtos oriundos de plantas
(Secretariat of the Convention on Biological Diversity, 2005). A legislacdo brasileira amplia
esse conceito com a inclusdo do termo ‘patrimoénio genético’ definido como sendo toda a
informacdo de origem bioldgica e as substancias oriundas do seu metabolismo (Brasil, 2015)
ou seja, agrega ndo s6 o objeto tangivel e agora inclui o conhecimento associado a
biodiversidade (Oliveira, 2018).

A variabilidade genética vegetal, pressuposto da biodiversidade, é essencial para o0s
trabalhos de melhoramento de plantas e tem sua origem natural na recombinacao de genes, que
ocorre nas plantas de propagacdo sexuada, na modificacdo do numero de cromossomos
(ploidia) e em mutagdes. Os melhoristas de plantas manipulam essas fontes de variacdo genética
para acelerar o processo evolutivo e atingir os seus objetivos (Acquaah, 2012).

No Brasil, a Embrapa Cerrados é pioneira na manutencdo da espécie Selenicereus
setaceus no seu programa de melhoramento genético (Junqueira et al., 2002). Essa espécie é
encontrada em varios paises sul-americanos em condicdo de sub-bosque (Korotkova; Borsch;
Arias, 2017).

2.2.1 Germoplasma Vegetal

O material genético diversificado usado pelos melhoristas de plantas € chamado de
germoplasma. O germoplasma pode ter origem proveniente de cultivares comerciais, produtos
de programas de melhoramento, racgas locais (incluindo variedades caboclas), exoticas ou de
material ndo domesticado da mesma espécie ou de géneros correlatos (Acquaah, 2012).

Harlan e De Wet (1971) introduziram o conceito de complexo génico, que é a
categorizacao das espécies cultivadas de acordo com a viabilidade e facilidade de fluxo génico
interespecifica. O completo génico priméario (GP1) compreende espécies biolégicas com
facilidade de cruzamento, cujo hibridos sdo férteis, com bom pareamento cromossdémico e
segregacao proxima a mendeliana. O complexo génico secundario (GP2) inclui as espécies que
facilmente cruzam com a espécie alvo, cuja transferéncia génica € possivel, porém com algumas
barreiras, entre elas o pareamento cromossémico incompleto. E no complexo génico terciario
(GP3) os hibridos sdo completamente estéreis, a transferéncia génica possui barreiras fortes que
necessitam de biotecnologia (como por exemplo, inducgdo de haploides ou poliploidia) para
serem transpostas (Nass, 2007).

A variabilidade necessita ser conservada para evitar a erosao genética, ou seja, o declinio
do estoque de diversidade existente por causa de fatores naturais ou por acao antropica. Duas
abordagens podem ser empregadas para a conservacdo de germoplasma: a primeira é a
conservacao in situ que corresponde a preservacdo do recurso genético no habitat natural e a
conservacao ex situ que se refere aquela preservacdo que ocorre fora do habitat natural em
condicBes planejadas. Os conjuntos de gendtipos que representam a variabilidade das espécies
conservadas denominam-se colegdes de germoplasma (Acquaah, 2012).

As colecOes de germoplasma classificam-se em 5 tipos: colecdo de base, colegéo
backup, ativa, nuclear e de trabalho. A colecdo de base possui a finalidade de salvaguardar a
variabilidade por longos periodos, geralmente em condi¢des de umidade e temperatura muito
baixas. A colecdo backup compreende uma cdpia da colecdo de base para eventual substituicdo
em caso de perda de material. A colecdo nuclear objetiva reunir no menor nimero de amostras
a maxima variabilidade possivel. A colecéo ativa contém material da colecdo de base que €
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utilizado para documentacéo, caracterizagéo e intercambio. Finalmente, a colegdo de trabalho
¢ aguela que efetivamente o melhorista encontra a fonte de genes para a selecdo e
desenvolvimento de novas cultivares (Nass, 2007; Acquaah, 2012).

Em relacdo as pitaieiras, Estados Unidos, México, Nicaragua, Colémbia, Israel, Vietna,
Taiwan, China e Brasil mantém colecfes ativas (BAG) de germoplasma dessa cactacea com
diversos relatos de colecdes de trabalho (Thomson, 2002; Junqueira et al., 2010; Mizrahi, 2014;
Silva et al., 2017; Oliveira et al., 2020).

As pitaieiras das espécies S. undatus, S. polyrhizus, S. setaceus, S. costaricenses sao
diploides e possuem facilidade de cruzamento entre si (Mizrahi, 2014). A especie S.
megalanthus é tetraploide e possui facilidade de cruzamento com as demais espécies do género
e formam o complexo génico primario dessa frutifera (Tel-Zur, 2004). A tribo Hylocereeae,
que inclui o género Selenicereus, possui 8 géneros, sendo que 7 deles sdo de cactaceas epifitas
e potencialmente formam o complexo génico secundério e terciario, com relato de sucesso na
hibridacdo entre com o género Epiphylium (Mizrahi, 2014). Garcia et al. (2009) produziram
haploides de pdlen e ovarios de pitaieiras, assim como a poliploidia artificial (Tel-Zur et al.,
2020), podem ser utilizados na hibridacdo e superacdo de dificuldades de pareamentos
cromossoémicos nessa tribo.

2.2.2 Manejo de Colecao de Germoplasma

As atividades que norteiam uma colecdo de germoplasma sdo: introducéo, regeneracao,
multiplicacdo, caracterizagdo, avaliagdo, documentagdo, monitoramento da viabilidade e
integridade genética dos acessos e intercambio. A introducdo é a etapa de entrada de novas
amostras na colecdo de germoplasma, podem ser oriundas de coletas ou de intercambio de
outras colecdes (Nass, 2007).

A regeneracdo e multiplicacdo sdo etapas que se referem a recuperacdo da viabilidade,
rejuvenescimento ou aumento da quantidade de material vegetal (e material propagativo) na
colecdo de germoplasma e deve ser sempre realizada em consonancia com 0 monitoramento
regular da qualidade e quantidade de material (Nass, 2007).

A caracterizacdo é o levantamento e registro sistematico de atributos altamente
herdaveis, geralmente regidos por expressdo monogénica ou poucos genes. Para facilitar a
operacionalidade e padronizacdo desse processo usam-se descritores, que podem ser
morfolodgicos, fisico-quimicos, agrondmicos e moleculares. J& a avaliacdo, refere-se ao
levantamento do desempenho de caracteristicas mais complexas geralmente resultado de
expressdo poligénica (como produtividade e qualidade nutricional) em um determinado
ambiente (Acquaah, 2012).

O intercdmbio de recursos genéticos é a etapa mais regulada pelos organismos
governamentais, envolvendo uma série de protocolos, quarentenas, restricdes e normativas,
rigor esse necessario para salvaguardar o patriménio genético da biopirataria e de introducéo
de pragas, doencas ou plantas invasoras que poderao causar desequilibrio na fauna e flora local.
No Brasil 0 acesso, pesquisa e intercdmbio de recursos genéticos sao regulamentados pela Lei
13.123 de 2015 e o Decreto 8772 de 2016 (Brasil, 2015; Oliveira, 2018).

O estabelecimento de germoplasmas de pitaieiras € recente com relatos de inicio em
menos de 30 anos (Thomson, 2002). GRIMALDO-JUAREZ et al. (2007) estudaram os
parametros morfologicos de 21 acessos de pitaieiras no México que serviram de base para a
padronizacdo de descritores para S. undatus no ano de 2011 (UPOV, 2011) que por sua vez foi
adotado no Brasil somente em 2019 como descritores para protecdo de novas cultivares do
género Selenicereus (Brasil, 2019).

Junqueira et al. (2010) estudaram a diversidade molecular de pitaieiras com diferentes
produtividades via marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
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Lima, Faleiro e Junqueira (2013) estudaram as caracteristicas dos frutos para analisar a
diversidade genética de pitaieiras do cerrado. Tao et al. (2014) selecionou alguns descritores
morfolégicos aleatoriamente e comparou com marcadores ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat). Silva et al. (2017) utilizaram 6 descritores quantitativos dos cladodios no estudo da
diversidade genética de hibridos de Selenicereus spp.

Visto a caracterizacdo ser de extrema importancia na manutencdo de uma colecao de
germoplasma, essa tese tem como um dos seus objetivos caracterizar e estudar a importancia
relativa de descritores morfoagrondmicos analisados em conjunto para um maior conhecimento
da diversidade de pitaieiras.

2.2.3 Estudo da Diversidade Genética

A caracterizacdo e avaliacdo do germoplasma permite o levantamento da diversidade
genética existente na colecdo. As variacdes existentes entre 0s acessos na colecdo fornecem
um conjunto de informacBes (marcadores) que podem ser utilizados no estudo das relacGes
entre os individuos ou populacbes e sua categorizacdo gerando uma matriz de distancias
(similaridade ou dissimilaridade) que podem ser organizadas em mapas, dendogramas ou
graficos.

Os marcadores moleculares sdo baseados no polimorfismo do DNA. Como as
sequéncias de pares de bases do DNA diferem de um individuo para o outro, com o uso dessa
informacdo cada planta pode ser identificada unicamente pela caracterizacdo de seus pares de
bases. Essas sequéncias de DNA sdo reconhecidas e cortadas por determinadas enzimas ou
identificadas por primers que possibilitam a amplificacdo do DNA pela reacdo da polimerase
em cadeia (PCR) em fragmentos cujas dimensfes e composi¢do dos nucleotideos variam e
refletem as diferencas entre os alelos dos varios loci. Diferentes fragmentos de DNA
movimentam-se de modo diferente quando submetidos a eletroforese e o resultado é um padréo
de bandas que difere de um individuo para o outro (Millach, 1999; Weising et al., 2005).

Os caracteres morfoagrondmicos sdo também utilizados para analisar a divergéncia
genética de colecdes de germoplasma (Silva et al., 2017). Os dados para tal caracterizacdo sao
obtidos de forma simples e acessivel e tornam-se um importante instrumento para tomadas de
decisdo no melhoramento de plantas. A caracterizagdo morfoagronémica pode ser confrontada
ou analisada em conjunto com a caracterizacdo molecular possibilitando inferéncias sobre a
expressdo fenotipica e identificacdo de genes responsaveis por tal expressao (Li et al., 2020).

O termo fenbmica, ou fenotipagem de préxima geracdo (next-generation phenotyping),
refere-se a ciéncia que estuda a relagao genotipo/fen6tipo com a utilizacdo de modernas técnicas
de determinacdo fenotipica massal, como processamento de imagens de alta definicdo e
processamento automatico de dados (Cobb et al., 2013).

2.2.4 Andlise de Componentes Principais

Para evitar trabalho desnecessario, diminuir os custos e tempo de caracterizagdo torna-
se necessario reducdo da quantidade de descritores que possam contribuir para a discriminagao
dos acessos sem perda de informacdo (Paiva et al., 2010), evitando a afericdo de caracteres que
sejam redundantes com baixa variabilidade, estabilidade de expressao ou de dificil mensuragéo
(Strapasson; Vencovsky; Batista, 2000).

A estatistica multivariada é de utilizacdo rotineira no melhoramento genético de plantas.
A caracterizacdo e avaliagdo de germoplasma resultam em uma quantidade grande de dados
multicategdricos que necessitam ser analisados por esse ramo da estatistica. A anélise de
componentes principais (ACP) consiste na mudanga ortogonal via vetores de dados
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possivelmente correlacionados em dados ndo correlacionados (autovalores) e cada componente
principal é ordenado de acordo com as maiores variancias entre os dados que estdo contidos,
sendo possivel ranquear 0s conjuntos de parametros analisados e estabelecer a sua importancia
em relacdo a variacao total (Lever; Krzywinski; Altman, 2017).

Jolliffe (1973) prop6s o descarte de todas as variaveis cujo autovalores sejam menores
que 0,7. Nesse método, as variaveis com maior contribuicdo (maiores autovetores) nos menores
autovalores devem ser descartadas e realizada nova ACP com as variaveis restantes para
verificar a nova distribuicdo da variancia e autovalores e realiza-se esse procedimento até obter
concentragéo significativa da variagdo nos primeiros componentes principais.

2.2.5 Dissimilaridade de Gower

Em ecologia, similaridades e dissimilaridades séo coeficientes que possibilitam medir a
diferenca e associacdo entre dois individuos ou populacdes pela transformacao dos valores de
seus parametros em distancias. O algoritmo de gower (Gower, 1971) permite combinar
descritores multicategoricos e os processa de acordo com sua natureza (binéria, qualitativa e
quantitativa).

As variaveis que possuem natureza binéria ou qualitativa o algoritmo considera o valor
1 se houver concordancia entre o par analisado e 0 se ha discordancia. Se as variaveis forem
quantitativas, calcula-se a distancia entre os dois acessos e divide-se pela maior diferenga
encontrada na amostra, como essa taxa é um tipo de distancia entdo subtrai-se o valor 1 para
encontrar o valor da dissimilaridade de gower, segundo a expressao:

Sijk _ Z}i:; Wijk-Sijk
Yi=1Wijk

K = o ntimero de variaveis (k= 1,..., p); i e j = acessos; Wijk = valor dado a comparagéo
ijk, atribuindo valor 1 para comparacdes validas e valor 0 para comparag¢des invalidas (quando
o valor da variavel esta ausente em um ou ambos individuos); Sijk = contribuicdo da variavel
k na similaridade entre os individuos i e j, com valores entre 0 e 1. Para uma variavel qualitativa,
se 0 valor da variavel k é o mesmo para ambos os individuos, i € j, entdo Sijx = 1, caso contrario,
é igual a 0; para uma variavel quantitativa Sijk = 1 - | Xik — Xjk | / Rk onde Xik e xjk s&o os valores
da variavel k para os individuos i e j, respectivamente, e Rk é o intervalo, da variavel k na
amostra. A divisdo por Rk elimina as diferencas entre escalas das variaveis, produzindo valor
dentro do intervalo [0, 1] e valores iguais. Se a variavel e qualitativa, Sijxassume valor 1, quando
ha concordancia positiva ou negativa para a caracteristica k entre os individuos i e j; e em caso
contréario quando a variavelé quantitativa tem-se:

Yik—Yi

Sij — | LkRk ]kl

Rk = amplitude de variacdo da variavel k, assumindo valores 0 e 1 ou inteiros entre
estes. O valor de Wijk ¢ um peso usado para definir as contribui¢gdes dos Sijk’s individuais.
Nesse aspecto, quando o valor da variavel k é ausente em um ou ambos os individuos, Wijk =
0, em caso contrario, igual a 1.

, onde:

onde,

2.2.6 Analise de Agrupamentos

Anaélise de agrupamento é uma técnica que objetiva reunir individuos de uma populacéo
(natural ou de uma colecdo) em grupos de tal forma que haja homogeneidade intragrupo e
heterogeneidade intergrupos (Cruz, 2012). S&o muitos os algoritmos utilizados para definir a
proximidade entre os pares considerados nos agrupamentos entre eles destacam-se 0s métodos
de otimizacdo e hierarquicos.
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O método de otimizacdo de Tocher (Rao, 1970) forma grupos mutuamente exclusivos.
Neste método primeiramente os individuos mais similares (identificados pela matriz de
dissimilaridades) formam o grupo inicial e a partir dai verifica-se inclusdo de novos individuos
pelo critério da média das dissimilaridades dentro do grupo ser sempre menor que as
dissimilaridades (ou similaridades) entre quaisquer outros grupos, admitindo-se um valor
maximo arbitrario ou o valor maximo da medida de dissimilaridade dos individuos (Cruz;
Regazzi; Carneiro, 2012).

Nos metodos hierarquicos, cada individuo € considerado um grupo e entdo é agrupado
com o proximo individuo mais similar e assim sucessivamente até formar um grande grupo
com todos os individuos. Essa abordagem permite formar graficos de folhas ou dendogramas,
que podem ter o seu ajuste verificado pela correlacéo entre a matriz de dissimilaridade e a matriz
cofenética ou predita. O método da ligacdo média entre grupos (UPGMA - Unweighted pair-
group method using arithmetic averages) considera as médias das medidas de dissimilaridades
evitando os valores extremos que podem distorcer os resultados (Cruz, 2012).

2.3 Biologia Floral e Requerimentos de Polinizacao
2.3.1 Morfologia floral

As flores sdo as estruturas reprodutivas das fanerogamas, onde 0s gametas masculinos
e femininos s&o produzidos e onde héa a singamia que da origem aos frutos e sementes. O estudo
da biologia e morfologia floral é essencial para o entendimento dos mecanismos de polinizacdo
e reproducéo dos vegetais superiores (Endress, 2001).

A flor completa (Figura 2) é formada pelos verticilos florais: calice, corola, androceu e
gineceu. O célice formado pelas sépalas e a corola formada pelas pétalas sdo 6rgaos estéreis e
em conjunto recebem o nome de perianto. O androceu e 0 gineceu sao 0s 6rgdos reprodutivos.
O androceu é o 6rgdo masculino produtor de pélen e é constituido de estames formados por
filetes e anteras (geralmente 2 tecas). O gineceu é o 6rgdo feminino, onde sdo formados os
ovulos, suas partes constituintes sdo ovario, estilete e estigma (Vieira; Fonseca, 2014).

Antera Estigma

Estilete
Filete Pétala
Ovario
Sépala
Receptaculo

Pendunculo

Figura 2. Flor completa: morfologia externa.
Fonte: Adaptado de Vieira e Fonseca (2014).
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O perianto pode ter suas pecas livres (dialissépalo ou dialipétalo) ou unidas
(gamossépalo ou gamopeétalo). Quando unidos geralmente a flor aparenta forma tubular. A
corola € classificada como actinomorfa quando as pétalas apresentam simetria radial e
zigomorfa quando apresenta simetria bilateral. Algumas plantas (ex.: Passiflora) pode
apresentar uma estrutura chamada corona, localizada entre a corola e o androceu (Vieira;
Fonseca, 2014).

O androceu é formado pelo filete e antera que geralmente se dispde em formas de 2
tecas e abrem-se por fendas longitudinais, poros apicais ou valvas. O gineceu pode ser
unicarpelar quando formado por Unico pistilo contendo o ovario, estilete e estigma (recebe o
grdo de polen) ou multicarpelar quando formado por mais de um pistilo que podem ser
separados (dialicarpelar) ou unidos (gamocarpelar). Flores dialicarpelares podem formar mais
de um fruto ou os carpelos podem ser fundidos formando um Unico fruto. No ovario protegido
pelo pericarpo encontram-se 0s 6vulos, organizados em sacos embrionérios e ligados ao ovario
pela placenta (Goncalves; Lorenzi, 2011).

2.3.2 Atributos florais e polinizadores

O processo evolutivo fez com que as adaptacOes florais das plantas superiores se
adequassem as necessidades de polinizacdo e dos polinizadores tornando possivel a reproducéo
sexuada do vegetal. A morfologia e outros atrativos florais sdo o que se consideram os atributos
florais. O conjunto dos atributos florais comuns a certos tipos de polinizadores é chamado de
sindrome floral ou sindrome de polinizacdo (Gongalves; Lorenzi, 2011; Vieira; Fonseca, 2014).
O quadro 1 elenca os atributos florais, os polinizadores e a sindrome floral respectiva.

Os atributos florais mais importantes para caracterizacdo das sindromes florais séo:
periodo da antese, caracteristicas da corola quanto a coloracdo e odor e recurso oferecido ao
polinizador. Os recursos oferecidos podem ser o néctar, pdlen, dleo, resina, substancias
odoriferas (produzidas nos osmaéforos) ou corpos de alimentacdo (partes da flor que servem
como alimentos aos polinizadores) (Almeida; Cota-Sanchez; Paoli, 2013).
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Quadro 1. Atributos, polinizadores e sindromes florais.

Polinizadores Caracteristicas florais Sindromes
Periodo
Grupo de Antese Da corola e outras Cor Odor Recurso
atividade
, Actinomorfa, com os o Partes
i Diurna R i Palida, incluindo florais,
Diurno ou orgaos sexuais expostos Suave ou forte Lo .
Besouros ou . esverdeada, branca . incluindo Cantarofilia
notumo ou flores com cdmara de a noite
noturna - e creme corola e
polinizagdo estames
Actinomorfa, aberta e
Moscas Diumo Diuma €Om 0s O0rgaos sexuais Palida, incluindo | Suave ou forte Néctare Miiofiliaf
expostos ou flores purpirea (pitrido) polen Sapromiiofilia
armadilhas
Néctar,
) Viva, incluindo pélen, oleo,
Abehas | Diumo | Diuna ;‘;ﬁgﬁ;;ﬁf&% amarela, azul e lilds Suave resinaou | Melitofiia
9 \ata fo;ma de pouso (nunca vermelha) substancias
P po odoriferas
Borboletas Diumo Diuma Actinomorfa, corola pgg& Viva, incluindo SaE Néctar Psicofilia
tubulosa e na posicao vermelha
ereta
Acunomprfa. tubulosa palida, incluindo _
Mariposas Noturno | Noturna (tubo muito longo) & na branca e branco- Forte Néctar Falenofilia/
P posi¢ao horizontal ou esverdeada (adocicado) Esfingofilia
pendente, ou ainda flores
longo-calcaradas
Principalmente Viva, incluindo
Beija-flores Diumno Diurna actinomorfa, tubulosae | vermelha associada Ausente Néctar Ornitofilia
na posi¢do horizontal ou a amarela
pendente
Actinomorfa ou zigomorfa, Pdlida, Forte (fruto em
Morcegos Noturno | Noturna | flor grande, resistente, principalmente - Néctar Quiropterofilia
. decomposi¢ao)
posicionada fora da branca
folhagem
Qutros
mamiferos PrETET Diurna Néctar,
(marsupiais, R ou Flor grande e resistente Variada Variado pélen ou -
ratos e noturna partes florais
macacos)

Fonte: Vieira e Fonseca (2014).

A flor da pitaieira tem forma tubular, radial, cor branca/creme, exala odor agradavel,
antese noturna com duracdo até 15 horas se estendendo até as primeiras horas da manha
seguinte, secretam néctar pelos tricomas, mesofilo e estdmatos e produzem polen
abundantemente (Almeida et al., 2013; Muniz et al., 2019). Essas caracteristicas sdo
condizentes com as sindromes de polinizacdo quiropterofilia, esfingofilia. De fato, Valiente-
Banuet et al. (2007) relatam que morcegos e mariposas (esfingideo) sdo polinizadores noturnos
preferenciais da pitaia e que abelhas (Apis mellifera) séo polinizadores matutinos (melitofilia),
Muniz et al. (2019), em trabalho realizado no Cear4, relata que o estigma permanece receptivo
durante toda a antese e o p6len néo perde sua viabilidade (Weiss; Nerd; Mizrahi, 1994), e que
no periodo da manha as abelhas (Apis mellifera e Xylocopa grisescens), vespas, formigas, e
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besouros (cantarofilia) sdo os visitantes mais encontrados entrando em contato com o androceu
e gineceu da flor da pitaieira.

Muniz et al. (2019) relatam que para a espécie S. undatus, a polinizagdo pela mariposa
(Agrius cingulata) proporcionou frutos maiores e que a espécie S. polyrhizus a polinizacao
realizada por Apis mellifera resultou em frutos mais pesados. Marques et al. (2012) relatam que
a polinizacdo cruzada da pitaieira em Lavras-MG foi realizada por Apis mellifera e que os
insetos que causaram maiores danos as flores foram formigas (Atta sexdens e Solenopsis spp)
e a abelha irapua (Trigona spinipes).

2.3.3 Sistema reprodutivos

As plantas que fazem autopolinizacdo sdo chamadas de plantas autégamas e as que
necessitam de polinizacdo cruzada sdo plantas alogamas. Quando é possivel polinizar o mesmo
individuo al6gamo com seu polen caracteriza-se ou geitonogamia e cleistogamia quando isso
ocorre antes da abertura floral. Quando é possivel que ocorra a polinizacdo somente com pélen
de individuos distintos tem-se a xenogamia (Figura3) (Vieira; Fonseca, 2014).

2

Figura 3. Sistemas reprodutivos. A-Autopolinizacdo. B- Geitonogamia. C-Xenogamia.
Fonte: Vieira e Fonseca (2014).

A autocompatibilidade manifestada na autogamia e geitonogamia caracteriza-se pela
aceitacdo do polen da propria planta pelo estigma, germinacdo do tubo polinico e formacgéo do
zigoto, sem o afloramento de alelos deletérios (pela perda da depressdo endogamica). As plantas
autégamas tém baixa relacdo polen/évulo, as flores sdo geralmente muito pequenas, sem
recurso floral, o androceu e gineceu amadurecem simultaneamente, tem um sucesso reprodutivo
elevado, geralmente as plantas autdgamas sdo herbéaceas, com ciclo de vida curto e sdo
resilientes em ambientes antropogénicos. As plantas autdgamas que expdem suas pecas florais
aos polinizadores potenciais sdo chamadas de casmogamas e as que ndo se abrem cleistogamas
(Goncalves; Lorenzi, 2011; Vieira; Fonseca, 2014).

Plantas alogamas manifestam flores grandes, com um ou varios atrativos florais, a
maturacdo do androceu e gineceu podem ocorrer em épocas distintas, tem um sucesso
reprodutivo médio a baixo, com elevada relacdo pélen/évulo, habito lenhoso, com ciclo de vida
longo e sobrevivem em ambientes conservados pois necessitam da presenca nesses ambientes
de polinizadores (Endress, 2001).

As plantas alégamas apresentam algumas estratégias que favorecem a polinizacdo
cruzada. A hercogamia é uma barreira fisica presente na flor que dificulta a polinizacéo natural,
como por exemplo os I6bulos do estigma localizados acima da posigéo das anteras. A dicogamia
é 0 amadurecimento em épocas diferentes do androceu e gineceu. Se o androceu amadurece
primeiro temos a protandria e se 0 gineceu fica receptivo antes do androceu temos a protoginia.
Flores alégamas ainda podem apresentar a enantiomorfia que € o espelhamento dos aparelhos
reprodutivos (o estigma fica semelhante aos estames) (Vieira; Fonseca, 2014).
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A autoincompatibilidade polinica é uma barreira genética definida pela incapacidade da
planta fértil hermafrodita produzir zigotos ap0s a autopolinizacdo, pode ser de origem
gametofitica (AIG) ou esporofitica (AIE). A autoincompatibilidade gametofitica é gerada por
um alelo (S) presente no pélen (haploide), ja a autoincompatibilidade esporofitica € gerada pelo
gendtipo diploide da planta-mde. A autoincompatibilidade polinica pode ser ainda
homomorfica quando ndo héa alteracdo no formato flora ou heteromdrfica quando é possivel
observar diferencas na estrutura e formato das flores (Vieira; Fonseca, 2011).

Na AIG, o grdo de polen germina e ocorre a reacdo de autoincompatibilidade no
crescimento do tubo polinico no estilete sofrendo degradacdo pela acdo de RNAses e
glicoproteinas inibindo a segunda mitose. Ja na AIE a reacdo de incompatibilidade ocorre logo
no estigma, que impede a germinacdo do podlen e crescimento do tubo polinico (Gongalves;
Lorenzi, 2011).

Weiss, Nerd e Mizrahi (1994) e Nerd e Mizrahi (1996) verificaram em seus trabalhos
que a espécies S. polyrhizus (sin. H. polyrhizus) e S. costaricensis como sendo
autoincompativeis e S. undatus e S. megalanthus sendo autocompativeis. Weiss, Nerd e Mizrahi
(1994) notaram que existe contato entre o estigma e as anteras no momento do fechamento da
flor na espécie S. megalanthus. Dinh H& e Chung (2014) verificaram também, em trabalhos de
polinizacdo artificial, que os clones de S. undatus foram completamente autocompativeis, 0s
mesmos autores relataram também que a espécie S. polyrhizus foi totalmente autoincompativel.
Por sua vez Silva, Martins e Cavallari (2011) ndo observaram frutificacdo em plantas de S.
undatus autopolinizadas, sugerindo esses resultados contrastantes existir clones
autoincompativeis, autocompativeis e parcialmente autoincompativeis.

Essa autoincompatibilidade parcial pode ser relacionada a hercogamia, de fato,
Fernandes et al. (2010) descreve o estigma localizado em nivel superior as anteras favorecendo
a alogamia caracterizando a heterostilia (diferencga entre a altura do estigma e anteras). Menezes
et al. (2015) relatam que a taxa de autofecundacdo natural da espécie S. undatus foi de 7%
préxima ao nivel de 5% que caracteriza plantas alégamas.

Ramirez (1999) e Lichtenzveig et al. (2000) verificaram em pitaieiras autoincompativeis
gue o gréo de pdlen germina no estigma, que o tubo polinico se desenvolve até o ovario onde
entdo ocorre incompatibilidade, definindo esses autores a autoincompatibilidade gametofitica
tardia. Tel-Zur et al. (2012) verificaram que niveis diferentes de poliploidia podem superar 0s
efeitos da autoincompatibilidade polinica em pitaieiras.

Mizrahi et al. (2004) verificaram o efeito de metaxenia (ou xenia), ou seja, a fonte de
grdos de polen causa alteracbes no tecido materno (pericarpo, ovario, placenta) afetando o
tempo de amadurecimento, tamanho e quantidade de sementes no fruto da pitaieira. Esse fato
foi observado por Dinh H& e Chung (2014) e Menezes et al. (2015) que observaram frutos
maiores em plantas submetidas a polinizacdo cruzada em comparacdo as plantas
autopolinizadas.
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3 CAPITULO

CARACTERIZACAO DE ACESSOS DE PITAYA (Selenicereus spp.)
COM BASE EM DESCRITORES MORFOAGRONOMICOS
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3.1 RESUMO

A caracterizacdo € uma etapa essencial para subsidiar o uso de acessos de bancos de
germoplasma, pois permite identificar o potencial e variabilidade genética necessarios ao
melhoramento vegetal. Sdo escassos 0s registros de caracterizacdo de germoplasmas de
pitaieiras (Selenicereus spp.). Neste trabalho, objetivou-se o levantamento das caracteristicas
morfoagrondmicas da colecdo de germoplasma de pitaieiras da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro e sua importancia relativa. Para tanto, foram avaliados 54 descritores
morfoagrondmicos dos cladodios, flores e frutos. Utilizou-se a andlise de componentes
principais para descartar os descritores redundantes e correlacionados e 0 método de Singh para
verificar a importancia relativa dos descritores mantidos. Foram descartados 46,3% dos
descritores, sendo que 0s mais importantes para caracterizagcdo dos acessos de pitaieiras da
colecdo de germoplasma da UFRRJ foram: borda da costilha, cor do cladddio e cerosidade do
cladddio, didametro ¥ do cladddio, distancia entre aréolas, didmetro da aréola, altura da costilha,
intensidade de vermelho das brécteas, cor da pétala, cor principal da sépala, comprimento do
perianto, comprimento das pétalas, comprimento da antera, cor da polpa, cor do exocarpo,
numero de bracteas, espessura da exoderme, massa da polpa, massa de 100 sementes e solidos
soluveis.

Palavras-Chave: Descritores minimos. Variabilidade. Recursos genéticos vegetais.
Germoplasma.
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3.2 ABSTRACT

The morphometric descriptors of the cladodes, flowers and fruits were evaluated aimed to make
the selection of the most important descriptors to the characterization of dragon fruit tree
accessions. A principal component analysis and Singh method were carried to discard
redundant descriptors and to see relative importance of the variables. It was possible to discard
46.30% of the descriptors and the most important descriptors for the characterization of the
accessions of dragon fruit tree of the germplasm bank of the UFRRJ are: rib shape, cladode’s
color, cladode’s cerosity , cladode ¥4 diameter, areolas distance,areola diameter, rib’s height,
bracts red intensisity, petals color, sepals main color, perianth length, petals length, anther
length, pulp color, exocarp color, bracts number, exorderme thickness, pulp weight, 100 seeds
weight, soluble solids amount.

Key Words: Selenicereus spp. Characterization. Variability.
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3.3 INTRODUCAO

O incremento na producdo e produtividade da pitaieira seja pelo aumento da area de
cultivo (IBGE, 2018) ou maior conhecimento das técnicas de sua conducdo é reflexo do
interesse crescente nesta cactacea frutifera. Sua fruta, a pitaia, tem como atrativos seu aspecto
exuberante, formato globoso com bracteas coloridas, sabor agraddvel e propriedades
nutracéuticas (Choo et al., 2018). Os cultivos comerciais da pitaieira no Brasil se apoiam
principalmente em cinco espécies: a Selenicereus undatus, a S. polyrhisus, S. costaricenses, a
S. megalanthus e a S. setaceus (Donadio, 2009; Mizrahi, 2014).

A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) mantém uma colegdo de
germoplasma de pitaieiras desde 2016 com finalidade de avaliar a cultura nas condicdes
climéticas no estado do Rio de Janeiro, difundir a cultura aos agricultores fluminenses e iniciar
um programa de melhoramento da cultura. Os acessos foram obtidos de colecionadores desta
frutifera e em fundo de quintais de pequenos agricultores da regido norte fluminense.

A etapa de caracterizacdo dos acessos permite descrever os atributos qualitativos e
quantitativos com a finalidade de diferencia-los, observar a variabilidade existente e torna-los
funcionais em estratégias de melhoramento (Ronoh et al., 2019). Descritores morfol6gicos,
fisico-quimicos, agrondmicos e moleculares podem ser usados para a caracterizagcdo dos
acessos. Os descritores morfoagrondmicos sdo vastamente utilizados no melhoramento vegetal
e na caracterizacdo e estimativa de diversidade genética por sua facilidade de mensuracéo e
custos reduzidos uma vez que ndo SA0 Necessarios processos ou equipamentos dispendiosos
(Tao et al., 2014; Silva et al., 2017; Ronoh et al., 2019). Tal caracterizacdo deve ser feita com
descritores morfoagronémicos que possam contribuir para a discriminacdo dos acessos sem
perda de informacdo em relacdo & variabilidade (Paiva et al., 2010), evitando a afericdo de
caracteres que sejam redundantes e ou de dificil mensuracédo (Strapasson; Vencovsky; Batista,
2000). Alguns desses descritores sdo utilizados em ensaios de distinguibilidade,
homogeneidade e estabilidade (DHE) de cultivares, tendo em vista a sua protecao.

Estudos de caracterizacdo de pitaieiras que usam descritores morfoagronémicos séo
escassos e nao seguem critérios de DHE propostos no ambito internacional pela Unido
Internacional para Protecdo de Novas Variedades de Plantas (UPOV, 2011) e no Brasil pelo
Ministério da Agricultura (Brasil, 2019). Ademais, estudos sobre a importancia relativa desses
descritores e sua otimizacao sdo necessarios para evitar afericdo de caracteres redundantes, com
baixa variabilidade, estabilidade ou de dificil mensuracéo.

Tendo em vista a necessidade de caracterizagdo morfoagronémica da colecdo de
germoplasma de pitaieiras da UFRRJ, objetivou-se neste trabalho, otimizar tais descritores,
estabelecer sua importancia relativa e caracterizar a referida colecéo.
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3.4 MATERIAIS E METODOS

A colecdo de germoplasma de pitaieiras foi instalada em janeiro de 2016 no Campus
Campos dos Goytacazes da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, localizado na cidade
de Campos dos Goytacazes, RJ (21°45'14"S e 41°19'26"W, a 14 m de altitude). O clima da
regido é do tipo Aw, conforme a classificagdo de Koppen, com inverno seco e verdo quente e
chuvoso, e a temperatura média anual € de 22,7 °C.

Vinte e cinco acessos de pitaieiras foram obtidos junto a colecionadores, produtores e
centro de pesquisas, sendo que os cddigos utilizados neste trabalho, as espécies ou hibridos e 0
local de origem ou coleta sdo apresentados no Tabela 1.

Tabela 1. Acessos de pitaieiras da colecéo de trabalho da UFRRJ.

Cédigo Espécie/hibridos Procedéncia
01 S. undatus UFLA-MG
02 S. undatus Sao Marcos-RS
03 S. undatus Séo Francisco Itabapuana-RJ
04 S. undatus Batatais-SP
05 S. undatus Miracatu-SP
06 S. polyrhizus UFLA-MG
07 S. polyrhizus Monte Alto-SP
08 Selenicereus sp. S&o Marcos-RS
09 Selenicereus sp. S&o Marcos-RS
10 Selenicereus sp. S&do Marcos-RS
11 S. costaricenses S&o Marcos-RS
12 S. costaricenses Batatais-SP
13 S. megalanthus x Selenicereus sp. Miracatu-SP
14 S. setaceus Cantagalo-RJ
15 S. setaceus Mutum-MG
16 S. setaceus Sao Marcos-RS
17 S. setaceus Itatiaia-RJ
18 S. setaceus Campos dos Goytacazes-RJ
19 S. setaceus Campos dos Goytacazes-RJ
20 Selenicereus sp. x Epiphylum sp.  Campos do Goytacazes-RJ
21 Selenicereus sp. x Epiphylum sp. Monte Alto-SP
22 S. undatus x S. polyrhizus Monte Alto-SP
23 S. undatus x S. polyrhizus Monte Alto-SP
24 S. undatus x S. polyrhizus Monte Alto-SP
25 S. undatus x Selenicereus sp. Monte Alto-SP

Os acessos de pitaia foram plantadas em tutores feitos de concreto de 1,70 m no
espacamento de 2 m entre plantas e 3 m entre fileiras. Foi conduzida uma brotacdo até a
extremidade do tutor e feita entdo uma poda para incentivar a brotacdo lateral e feitas adubacdes
indicadas para a cultura.

As avaliacOes dos descritores vegetativos foram realizadas em maio de 2017 e repetido
2018. As avaliag0es florais e dos frutos foram realizadas em dezembro de 2018 a maio de 2019
no periodo produtivo com excecdo dos acessos 18, 19 que apresentaram producao de flores e
frutos em julho e agosto de 2018.

Para a fenotipagem, foram seguidas as recomendacOes estabelecidas pela International
Union for the Protection of New Varieties of Plants (UPOV, 2011) e Ministério da Agricultura
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(Brasil, 2019) para a espécie Selenicereus undatus: os descritores foram obtidos de acessos com
mais de um ano de instalacédo do cultivo ou de plantas com mais de 40 cm de comprimento de
plantas vigorosas e livres de doencas e pragas. O material reprodutivo (flores e frutos) avaliado
foi de plantas com mais de um ciclo de cultivo.

Foram analisados 20 descritores qualitativos e 34 descritores quantitativos. No Tabela
2 encontram-se listados os descritores qualitativos e quantitativos dos cladodios, flores e frutos,
o valor atribuido a cada varidvel do descritor qualitativo ou a unidade de medida utilizada para
o descritor quantitativo e a referéncia e idealizador para o0 uso de tal descritor.

Tabela 2. Descritores morfoagronémicos (continua).

Descritores qualitativos dos cladédios

Cddigo Descritor Valor/unidade de medida Referéncia
CD1 Inten3|dadg d_e \_/ermelho do 1: ausente, 2: médio, 3: forte UPQV (2011)
cladodio jovem
CD2 Cerosidade do cladddio 1: débil, 2: media, 3: forte UPQOV (2011)
CD3 Textura do cladodio 1:lisa, 2: média, 3: rugosa UPQV (2011)
CD4 Cor do cladédio L. verde claro, 2: verde UPOV (2011)
médio, 3: verde escuro
CD5 IntenSIdagﬁécc)ileasza da 1: claro, 2: médio, 3: escuro UPQV (2011)
CD6 Cor do espinho 1:cinza, 2: marrom medio, 3: 55/ (9919)
marrom escuro
cD7 Borda da costilha 1:concavo, 2: plana, 3: Britton e Rose
convexa (1963)

CD8 Dureza da margem da 1: ausente, 2: presente UPQV (2011)

costela

Descritores quantitativos dos cladéddios
Cadigo Descritor Valor/unidade de medida Referéncia
: . Grimaldo-Juérez et

CQ1 Comprimento do cladddio cm al. (2007)
CQ2 Didmetro do cladodio %2 cm UPQOV (2011)

A Britton e Rose

1

CQ3 Diametro ¥4 cm (1963)

A Britton e Rose

3
CQ4 Diametro % cm (1963)
. . Grimaldo-Juéarez et

CQ5 Distancia entre aréolas cm al. (2007)
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Tabela 2. Descritores morfoagrondémicos (continuagao).

Descritores quantitativos dos cladédios

Cadigo Descritor Valor/unidade de medida Referéncia
. . Britton e Rose
CQ6 Comprimento aréola mm (1963)
n . Britton e Rose
CQ7 Diametro aréola mm (1963)
. . Grimaldo-Juérez et
CQs8 Numero de espinhos und al. (2007)
CQ9 Diametro do espinho mm UPQV (2011)
: . Grimaldo-Juérez et
CQ10  Comprimento do espinho mm al. (2007)
: Grimaldo-Juérez et
CQ11  Alturado arco da costilha cm al. (2007)
. Grimaldo-Juérez et
CQ12 Altura da costilha cm al. (2007)
CQ13 Espessura da Costilha mm UPQV, 2011
Descritores qualitativos das flores
Cadigo Descritor Valor /unidade de medida Referéncia
rpp  'Mensidadedevermelno .0 o nedio, 3: forte UPOV (2011)
das bracteas
RD2 Cor da pétala 1: branco, 2: creme, 3: UPOV (2011)
amarela, 4: lilas
. . 1: branco, 2: verde, 3:
RD3 Cor principal da sepala vermelho, 4: outra UPQV (2011)
L . 1: amesma da cor principal, Britton e Rose
RD4 Cor secundéria da sépala 2: bordd, 3: rajado (1963)
RD5 Cor do I6bulo do estigma 1: creme, 2: verde Brltagggl;{ose
Posicdo das anteras em 1: abaixo, 2: mesmo nivel, 3: Britton e Rose
RD6 « i .
relacdo ao estigma acima (1963)
Descritores quantitativos das flores
Cadigo Descritor Valor/unidade de medida Referéncia
. . Britton e Rose
RQ1 Comprimento do perianto cm (1963)
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Tabela 2. Descritores morfoagrondémicos (continuacao).

Descritores quantitativos das flores

Cadigo Descritor Valor/unidade de medida Referéncia
Comprimento Britton e
RQ2 estilete cm Rose (1963)
Numero de l6bulos Britton e
RQ3 do estigma und Rose (1963)
Comprimento das UPQV
RQ4 pétalas cm (2011)
A L UPOV
RQ5 Diametro do ovario cm (2011)
rRQs  Comprimento do em UPOV, 2011
ovario
Comprimento do Britton e
RQ7 estigma cm Rose (1963)
Comprimento dos Britton e
RQ8 filetes cm Rose (1963)
Comprimento da Britton e
RQI antera mm Rose (1963)
n Britton e
RQ10 Diametro da antera mm Rose (1963)
Comprimento da
RQ11 base do estigma a cm P
. (2011)
antera distal
Descritores qualitativos dos frutos
Cadigo Descritor Valor/unidade de medida Referéncia
ED1L Posg;r?]orcei?; g(r)agteas 1: alinhadas, 2: levemente desalinhadas, UPQV
¢ 3: muito desalinhadas (2011)
exoderme
FD2 Cor das bréacteas 1:verde amarelado,2: verde, 3: lilas, 4: Britton e
medias vermelho Rose (1963)
1: branca, 2: cinza claro, 3: rosa claro,4:
FD3 Cor da Poloa rosa médio, 5: rosa escuro, 6:vermelho Tao et al.
P claro, 7: vermelho médio, 8: vermelho (2014)
escuro, 9: pdrpura
o ) ] Britton e
FD4 Formato do fruto 1: circular, 2: oval, 3: achatado Rose (1963)
FD5 Cor do exX0carno 1: branco, 2: amarela, 3: verde, 4: rosa Tao et al.
P médio, 5: lilas, 6: vermelha, 7: parpura (2014)
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Tabela 2. Descritores morfoagronémicos (concluséo).

Descritores qualitativos dos frutos

Cadigo Descritor Valor/unidade de medida Referéncia
FD6 Cavidade apical L- ausente, 2: media, 3: UPOV (2011)
profunda
Descritores qualitativos dos frutos
Cddigo Descritor Valor /unidade de medida Referéncia
. . Britton e Rose
FQ1 Numero de bracteas und (1963)
FQ2 Comprimento das bracteas om Britton e Rose
apicais (1963)
n . Britton e Rose
FQ3 Diametro basal das bracteas cm (1963)
FQ4 Comprimento do fruto cm Lima et al. (2013)
FQ5 Solido solaveis Brix Lima et al. (2013)
Britton e Rose
FQ6 Massa de 100 sementes g (1963)
FQ7 Espessura da exoderme mm Lima et al. (2013)
FQ8 Massa do fruto g Lima et al. (2013)
FQ9 Massa da polpa g Lima et al. (2013)
FQ10 Diametro do fruto cm Lima et al. (2013)

Para realizar as andlises estatisticas os dados foram agrupados em duas categorias: dados
guantitativos e dados qualitativos. Foi feita a padronizacdo dos dados quantitativos originais
em Xj(j=1, 2, ..., p) para Zj (com média O e desvio padrdo 1).

Para otimizacdo dos descritores morfoagrondmicos foram feitas analises multivariadas:
analise de componentes principais (ACP), aplicado métodos de descarte de Jolliffe (1972) para
reducdo do numero de varidveis analisadas e o método de Singh (1981) de afericdo da
importancia relativa dos descritores para a diferenciacdo dos acessos.

A ACP foi realizada com o auxilio do programa R, comando prcomp do pacote vegan
(Oksanen et al., 2015). O método descarte de Jolliffe (1972) consiste no descarte da variavel de
maior autovetor (valor absoluto) no componente principal de menor autovalor (menor
significancia) dos autovalores inferiores a 0,7. Entéo foi realizada nova ACP com os descritores
mantidos com a finalidade observar a eficacia do descarte. A metodologia de Singh (1981) que
foi utilizada para obter a importancia relativa das variaveis foi feita pelo comando singh do
pacote biotools (Silva; Malafaia; Menezes, 2017) no programa R. Ent&o os descritores mantidos
guantitativos foram analisados pela estatistica descritiva e apresentados em boxplots e 0s
descritores mantidos qualitativos foram apresentados em graficos de setores.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram descartados pelo critério de Jolliffe (1973) 11 (55%) dos 20 descritores
qualitativos e 14 (41,17%) dos 34 descritores quantitativos dos 25 acessos de pitaieiras da
colecdo de germoplasma da UFRRJ. Apdés o descarte de varidveis, os dois primeiros
componentes principais dos descritores qualitativos concentraram 95,67% (Tabela 3) da
variancia e os trés primeiros componentes principais dos descritores quantitativos concentraram
73,47% da variancia total, sendo que antes do descarte era de 57,47% e 66,37% (Tabela 3),
respectivamente, demostrando que o descarte de variaveis foi adequado segundo Jolliffe (2002)
e Lever, Krzywinski e Altman (2017).

Tabela 3. Andlise de componentes principais (ACP) dos autovalores maiores que 0,7.
Componentes principais (CP), autovalores (A) e contribui¢do de cada componente
principal na explicacdo da variancia total (VCP) dos descritores qualitativos e
quantitativos dos 25 acessos de pitaieiras da colecdo de germoplasma da UFRRJ.

ACP dos Descritores Qualitativos

Componentes Ai VCP VCP acumulada
CP1 1,2514 0,3948 39,48%
CP2 0,8449 10,1800 57,47%
CP3 0,7929 0,1213 69,58%
CP4 0,7337 0,0771 79,70%
CP5 0,7044 0,0568 87,41%
CP6 0,7029 0,0472 93,08%
ACP dos Descritores Quantitativos
Componentes Ai VCP  VCP acumulada
CP1 2,098 0,3386 33,86%
CP2 1,5838 0,193 53,15%
CP3 1,3106 0,1321 66,37%
CP4 1,0671 0,0876 75,13%
CP5 0,9508 0,0557 80,69%
CP6 0,8547 10,0438 85,08%
CP7 0,8376 0,0418 89,26%
CP8 0,7613 0,0336 92,62%
CP9 0,7286 0,0304 95,66%
CP10 0,7168 0,0182 97,49%
CP11 0,7055 0,0126 98,75%
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Tabela 4. Anélise de componentes principais (ACP) dos autovalores apds o descarte.
Componentes principais (CP), autovalores (L) e contribuicdo de cada componente
principal na explicacdo da variancia total (VCP) dos descritores qualitativos e
quantitativos dos 25 acessos de pitaieiras da colecdo de germoplasma da UFRRJ.

ACP dos Descritores Qualitativos
Componentes Ai VCP VCP acumulada

CP1 2,9282 0,6797 67,97%
CP2 1,1506 0,277 95,67%
CP3 1,0966 0,0155 97,22%
CP4 0,7001 0,0103 98,25%
CP5 0,5518 0,0017 98,42%
CP6 0,2767 0,0012 98,54%

ACP dos Descritores Quantitativos
Componentes Ai VCP VCP acumulada

CP1 1,5807 0,3569 35,69%
CP2 1,5113 0,2176 57,45%
CP3 1,2654 0,1602 73,47%
CP4 1,2341 0,1051 83,97%
CP5 1,0589 0,0869 92,66%
CP6 1,038 0,0279 94,45%
CP7 0,8575 10,0204 96,44%
CP8 0,8378 0,011 97,54%
CP9 0,7798 10,0082 98,36%
CP10 0,6893 0,0071 99,07%
CP11 0,197 0,0023 99,3%

A Tabela 5 elenca os descritores mantidos ap6s o descarte. Dos 9 descritores qualitativos
mantidos 3 foram referentes ao cladddio, 3 referentes a flor e 3 referentes ao fruto. Ja dos 20
descritores quantitativos 6 foram referentes aos cladddios, 7 as flores e 7 referentes aos frutos.
Essa otimizagdo da quantidade de descritores utilizados em um programa de melhoramento
torna mais célere o processo de caracterizacdo. Tao et al. (2014) utilizaram 9 descritores
qualitativos na caracterizacdo e estudo da diversidade de 50 acessos de pitaieiras das espécies
S. undatus e S. monocanthus sendo 3 (cor do exocarpo, cor da polpa e borda da costilha)
condizentes com os elencados neste estudo. Grimaldo-Juérez et al. (2007) relatam que a menor
guantidade de descritores avaliados para a caracterizacdo da pitaieira economiza recursos
humanos e financeiros e permite a caracterizacdo e avaliacdo dos gendtipos sem perda de
informac@es relevantes desde que essa otimizacdo seja embasada em critérios matematicos
consolidados como o é a ACP.
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Tabela 5. Descritores morfoagrondmicos de pitaieiras utilizados para a caracterizagéo de 25
acessos da colecdo de germoplasma da UFRRJ.

Descritores qualitativos

Cadigo Descritor
CD2 Cerosidade do cladodio
CD4 Cor do cladddio
CD7 Borda da costilha
RD1 Intensidade de vermelho das bracteas
RD2 Cor da pétala
RD3 Cor principal da sépala
FD3 Cor da polpa
FD5 Cor do exocarpo
FD6 Cavidade apical
Descritores quantitativos
Cadigo Descritor
CQ1l Comprimento do cladddio
CQ2 Diametro do cladddio 1\2
CQ5 Diametro da aréola
CQ8 NUmero de espinhos
CQ1o Comprimento dos espinhos
CQ12 Altura da costilha
RQ1 Comprimento do perianto
RQ2 Comprimento do estilete
RQ4 Comprimento das pétalas
RQ8 Comprimento dos filetes
RQ9 Comprimento das anteras
RQ10 Diametro da antera
RQ11 Distancia da base do estigma a antera distal
FQ1 NUmero de bracteas
FQ3 Diametro da base das bracteas
FQ5 Solidos sollveis
FQ6 Massa de 100 sementes
FQ7 Espessura da exoderme
FQ9 Massa da polpa

A importancia relativa dos descritores qualitativos foi calculada pelo método de Singh
(1981) e sdo demonstrados na Figura 4. A caracteristica qualitativa mais importante para
diferenciacdo dos 25 acessos segundo essa metodologia é a cor da polpa dos frutos (27,32%),
seguidos pela intensidade de vermelho das bréacteas das flores (15,23%), formato da borda da
costilha dos cladddios (13,47%), cor das pétalas (12,69%), cor do cladddio (12,18%),
cerosidade do cladédio (7,36%), cor do exocarpo (5,58%), cor principal da sépala (5,08%) e
cavidade apical (1,09%).
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Figura 4. Importancia relativa dos descritores qualitativos de 25 acessos de pitaieiras da
colecéo de germoplasma da UFRRJ. Onde: FD3 — Cor da polpa, RD1- Intensidade de
vermelho das bracteas, CD7- Borda da Costilha, RD2- Cor da pétala, CD4 — Cor do
cladodio, CD2- Cerosidade do cladddio, FD5 — Cor do exocarpo, RD3 — Cor principal
da sépala e FD6 — Cavidade apical.

A coloracdo da polpa do fruto predominante nos acessos estudados foi a branca com
52% (Figura 5), que é intrinseca as espécies S. undatus e S. setaceus, sendo que nesta espécie
também prevalece a polpa transltcida (12%). A cor da polpa e do exocarpo séo atrativos aos
consumidores por sua exuberancia e a presenca de betalainas e betaxantinas que sdo proteinas
pigmentares que possuem ac¢do antioxidante e podem ser utilizadas na industria alimenticia
como corantes naturais (Mello et al., 2014). J& a cavidade apical do fruto, que é uma cicatriz
deixada pelos restos florais, foi a caracteristica menos importante (1,09%).
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Figura 5. Gréafico de setores da caracterizacao qualitativa de 25 acessos de pitaieiras da
colecdo de germoplasma da UFRRJ.

A intensidade de vermelho bracteas que teve predominancia nos 25 acessos estudados
foi o tom fraco (52%) preponderando nas espécies S. undatus e S. setaceus enquanto os hibridos
tiveram tons medios e fortes de vermelho nas bracteas. A coloragcdo branca e creme que juntas
perfazem 92% nas pétalas e 84% nas sépalas estdo relacionadas com a antese noturna e as
sindromes esfingofilia e quiropterofilia (Lichtenzveig et al., 2000).

As caracteristicas qualitativas mais importantes dos cladddios foram a prevaléncia de
costilha convexa (60%) e cerosidade aparente fraca ou débil (76%). A graduacéo de verde dos
cladddios da colecédo possui distribui¢do equivalente entre os tons claros (32%) e escuro (32%)
e médio (36%). O formato da borda da costilha apresenta-se importante em alguns estudos de
separacgdo taxonémica da pitaieira (Britton; Rose, 1963), ja a cerosidade do cladddio relaciona-
se com adaptagdes das cacticeas ao estresse hidrico e intensidade luminosa (Dettkke; Milaneze-
Gutierre, 2008).

Os descritores quantitativos mantidos ap0s o descarte de varidveis da colecdo de
pitaieiras da UFRRJ tiveram sua importancia relativa calculada pelo método de Singh (1981) e
sdo mostradas na Figura 6. Nota-se que dos 10 descritores mais importantes 2 foram referentes
as flores (comprimento do perianto com 6,40% e comprimento das pétalas com 6,33%), 6 foram
referentes aos frutos (nimero de bracteas com 5,77%, espessura da exoderme com 5,73%,
massa da polpa com 5,57%, massa de 100 sementes com 5,49%, teor de sélidos solUveis com
5,47% e diametro basal das bracteas com 5,27%) e 2 referentes ao cladddio (didmetro do
cladddio com 5,43% e distancia entre aréolas com 5,33%).
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Figura 6. Importancia relativa dos descritores quantitativos dos 25 acessos de pitaieiras da
colecdo de germoplasma da UFRRJ. RQ1 - comprimento do perianto, RQ4 -
comprimento das pétalas, FQ1- numero de brécteas do fruto, FQ7- espessura da
exoderme do fruto, FQ9- Massa da polpa, FQ6- Massa de 100 sementes, FQ5- solidos
sollveis, CQ2- diametro do cladédio, CQ5- Distancia entre aréolas, FQ3- diametro
basal das bracteas, RQ9 - comprimento das anteras, CQ7- diametro da aréola, CQ12 -
altura da costilha, CQ1 - Comprimento do cladddio, RQ10 - didmetro da antera, CQ8 -
numero de espinhos, CQ10 - Comprimento do espinho, RQ8- comprimento dos filetes,
RQ2 - comprimento do estilete, RQ11 — comprimento da base do estigma a antera.

Lima, Faleiro e Junqueira (2013a) que analisaram caracteristicas fisico-quimica de
frutos de pitaieiras das espécies S. undatus (sin. H. undatus) e S. setaceus, relataram que a massa
total do fruto, seguido pela massa da polpa dos frutos foram os caracteres que mais contribuiram
para a diversidade genética dos acessos estudados. Silva et al. (2017) que analisaram 45
hibridos de S. undatus (sin. H. undatus) com S. setaceus e seus 6 parentais encontraram que as
caracteristicas dos cladodios mais importantes foram o comprimento do cladddio, seu didmetro
e a distancia entre as aréolas.

O comprimento do perianto obteve média de 38,34 cm (Figura 7) e valores minimo de
29 cm e maximo de 51,53 cm (Figura 7). As pétalas tiveram tamanho médio de 27,04 cm,
minimo de 18 cm e maximo de 37,08 cm (Figura 7). As anteras tiveram comprimento médio
de 5,15 mm, valor minimo de 2,7 mm e maximo de 9,06 mm e didmetro médio de 1,81 mm,
minimo de 0,75 mm e maximo de 2,75 mm (Figura 7). O estilete teve comprimento médio de
16,10 cm, com valor minimo de 7,60 cm e maximo de 21,20 cm (Figura 7). A distancia média
entre base do estigma a antera foi de 6,14 cm, com distancia minima nula e maxima de 13,78cm
(Figura 7). O conhecimento do tamanho das estruturas reprodutivas das pitaieiras & importante
para sua manipulacdo com finalidade de polinizagdo (Weiss; Nerd; Mizrahi, 1994; Nerd,
Mizrahi, 1996), pois alguns clones de pitaieiras podem apresentar auto incompatibilidade por
causa da heterostilia, de fato, Fernandes et al. (2010) descreve o estigma localizado em nivel
superior as anteras favorecendo a alogamia.
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Figura 7. Boxplot's dos descritores quantitativos utilizados para caracterizar 25 acessos de
pitaieiras da colecdo de germoplasma da UFRRJ. RQ1 - comprimento do perianto,
RQ4 -comprimento das pétalas, FQ1- nimero de brécteas do fruto, FQ7- espessura da
exoderme do fruto, FQ9- Massa da polpa, FQ6- Massa de 100 sementes, FQ5- solidos
sollveis, CQ2- diametro do cladédio, CQ5- Distancia entre aréolas, FQ3- diametro
basal das bracteas, RQ9 - comprimento das anteras, CQ7- diametro da aréola, CQ12 -
altura da costilha, CQ1 - Comprimento do cladddio, RQ10 - didmetro da antera, CQ8 -
numero de espinhos, CQ10 - Comprimento do espinho, RQ8- comprimento dos filetes,
RQ2 - comprimento do estilete, RQ11 — comprimento da base do estigma a antera.

Notadamente, os aspectos relacionados aos frutos sdo importantes em uma colecao de
germoplasma de pitaieiras (Junqueira et al., 2010; Lima; Faleiro; Junqueira, 2013), por ser o
6rgdo comercial e mais apreciado desta cactacea (Bellec; Vaillant; Imbert, 2006). No presente
estudo, a quantidade média de bracteas no fruto foi de 30,92 com minimo de 14 e maximo de
63 bracteas por fruto (Figura 7). A espessura da exoderme teve média de 1,07 mm, com minima
de 0,1 mm e valor maximo de 5,6 mm (Figura 7). A massa de 100 sementes obteve média de
2,81 g, com minimo de 2,3 g e maximo de 3,8 g (Figura 7).

O teor médio de solidos soluveis presente nos frutos foi de 17,95 °Brix, com minimo
registrado de 15,30 Brix e maximo de 19,8 Brix (Figura 7). Lima, Faleiro e Junqueira (2013a)
registraram média de 16,5 Brix no terco superior dos frutos de pitaieiras analisados em seus
estudos. O diametro basal das bracteas teve média de 3,36 cm, com valor minimo de 0,5 cm e
méaximo de 12,54 cm (Figura 7).

Silva et al. (2017) relataram que os caracteres mais importantes na estimativa da
diversidade dos acessos de pitaieiras por meio de caracteristicas dos cladddios foram o
comprimento, seguido pelo seu didmetro e a distancia entre aréolas. Neste trabalho o
comprimento médio dos cladddios dos 25 acessos de pitaieiras da cole¢do da UFRRJ foi de
50,35 cm, com minimo de 32,18 cm e maximo de 76,08 cm (Figura 7). A distancia media entre
as aréolas foi de 2,9 cm, com minima de 2,8 e maxima de 4,1 cm (Figura 7) e seu diametro teve
média de 4,16 mm, minimo de 1,76 mm maximo 6,36 mm (Figura 7). A altura da costilha teve
média de 3,25 cm, com minima de 1,8 cm e maxima de 5,1 cm (Figura 7). O comprimento
médio nos cladddios foi de 49,30 cm, com minimo de 35 cm e maximo de 92 cm (Figura 7).
Quanto aos espinhos, a média encontrada por aréola foi de 3,12 espinhos, com minimo de 1,4
espinhos e maximo de 4,6 espinhos, com didmetro médio na sua base de 3,39 mm, minimo de
1,60 mm e didmetro maximo de 4,7 mm.
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De certo que outras avalia¢cdes agrondmicas como indices de produtividade, resisténcia
ou tolerancia a pragas e patdgenos sdo necessarios em um programa de selecdo e melhoramento
de pitaieiras, porem a caracterizacdo morfoagrondmica inicial, a otimizacéo e levantamento da
importancia relativa dos descritores realizada neste estudo pretende diminuir o gasto de recursos
nas pesquisas e nas etapas seguintes e dar suporte ao levantamento de acessos promissores e
diversidade existente.
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3.6 CONCLUSOES

Os descritores qualitativos cor da polpa do fruto, a intensidade de vermelho das bréacteas
das flores e o formato da borda da costilha do cladddio e os descritores quantitativos relativos
aos frutos (numero de bracteas, espessura da exoderme e massa da polpa) e flores (comprimento
do perianto e comprimento das pétalas) sdo os mais relevantes na caracterizacao da colegdo de
pitaieiras da UFRRJ.

O aumento de concentracdo da variacdo total acumulada (VCP) nos dois primeiros
componentes principais (CP) na analise de componentes principais (ACP) ap0s o descarte de
variaveis evidencia que a caracterizacdo pode ser feita com um namero reduzido de descritores
sem perda da qualidade da informacdo com reducdo de custos no manejo de uma cole¢édo de
germoplasma de pitaieiras.

Ha na colecdo de germoplasma da UFRRJ acessos com potencial comercial
evidenciados pelos descritores dos frutos (cor, massa e quantidade de solidos solUveis presentes
na polpa dos frutos).
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4 CAPITULO II

DIVERSIDADE GENETICA DE ACESSOS DE PITAYA BASEADA EM
CARACTERISTICAS MORFOAGRONOMICAS
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4.1 RESUMO

A pitaieira € uma nova frutifera cultivada no mundo com potencial mercadoldgico crescente,
porém seu melhoramento e estudo da sua diversidade € incipiente. Este trabalho tem o objetivo
estimar a divergéncia genética com base em dados qualitativos e quantitativos de acessos de
pitaieiras da colegdo de germoplasma da UFRRJ. Foram utilizados 25 acessos do banco de
germoplasma da UFRRJ e analisados 9 descritores qualitativos e 20 quantitativos. Estimou-se
a dissimilaridade pelo algoritmo de Gower, utilizou-se as técnicas de agrupamentos UPGMA e
Tocher. Foram formados 6 e 5 grupos, pelo agrupamento UPGMA e Tocher, respectivamente
e 0s grupos foram condizentes com a classificagdo taxondmica e origem dos acessos indicando
que ha variabilidade genética na colecdo de germoplasma de pitaieiras da UFRRJ evidenciada
pelos descritores morfoagrondmicos. Os acessos HuxHp1, HixHi2, Hs4 e HmxHi mostram-se
promissores na obtencéo de frutos de pitaia de alta qualidade e para futuras hibridacdes.

Palavras-Chave: Selenicereus spp.. Germoplasma. UPGMA. Tocher.
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4.2 ABSTRACT

The dragon fruit is a new fruit cultivated in the world with growing market potential, however
its breeding and study of its diversity is incipient. This work aims to estimate genetic divergence
based on qualitative and quantitative data on accessions of pitaieiras from the UFRRJ
germplasm collection. 25 accessions from the germplasm bank of UFRRJ were used and 9
qualitative and 20 quantitative descriptors were analyzed. The dissimilarity was estimated by
the Gower algorithm, the UPGMA and Tocher clustering techniques were used. Six and five
groups were formed, by the UPGMA and Tocher grouping, respectively, and the groups were
consistent with the taxonomic classification and origin of the accessions, indicating that there
is genetic variability in the dragon fruit UFRRJ collection of germplasm evidenced by the
morpho-agronomic descriptors. The HuxHpl, HixHi2, Hs4 and HmxHi accessions are
promising in obtaining high quality pitaya fruits and for future hybridizations.

Key Words: Selenicereus spp.. Germplasm. UPGMA. Tocher.
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4.3 INTRODUCAO

Pitaya é o fruto de cactaceas epifitas que ocorrem naturalmente no continente americano
desde o sul dos Estados Unidos ao norte do Uruguai (Mizrahi, 2014; Korotkova; Borsch; Arias,
2017). No Brasil, pitaieiras sdo encontradas em todos os biomas e sdo conhecidas pelos nomes
populares: pitaia (pitaya), pitaia do cerrado, tuia, dama-da-noite, flor-da-noite e saborosa. A
demanda por essa fruta tem aumentado sua importancia econémica e fomentado pesquisas que
visam aumentar a produtividade e qualidade dos seus frutos com consequente criacao colecoes
de germoplasma com finalidade de melhoramento genético dessa frutifera (Junqueira et al.,
2010; Tao et al., 2014).

Marcadores morfoagronémicos das pitaieiras sdo utilizados para caracterizar tais
colecBes e estimar a divergéncia genética existente (Lima; Faleiro; Junqueira, 2013; Silva et
al., 2017). Esses tipos de marcadores sdo baratos e simples de serem obtidos pois requerem
observacgdes e mensuragdes visuais, instrumentacdo, reagentes e protocolos acessiveis. Essas
observacBes produzem dados qualitativos e quantitativos que podem ser analisados
conjuntamente para se obter uma matriz de dissimilaridade entre os acessos (Gower, 1971;
Couto, 2018).

A Universidade Federal do Rio de Janeiro mantém uma colecdo de germoplasma de
pitaieiras com a finalidade de iniciar um programa de melhoramento e indicar acessos
promissores aos produtores rurais do Estado do Rio de Janeiro que carecem de alternativas de
frutiferas com valor agregado adaptadas as suas condicdes edafoclimaticas. Tendo em vista a
necessidade de caracterizacdo e levantamento da variabilidade genética dessa colecdo, o
objetivo deste trabalho foi estimar a divergéncia genética com base em dados
morfoagrondmicos de acessos de pitaieiras e apontar 0s acessos promissores com base nestas
caracteristicas.
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4.4 MATERIAIS E METODOS

O material vegetal utilizado neste trabalho pertence a colecdo de germoplasma de
pitaieiras da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, localizado na cidade de Campos
dos Goytacazes, RJ (21°45'14"S e 41°19'26"W, a 14 m de altitude). A Tabela 6 contém a lista
dos acessos de pitaieiras utilizadas no presente estudo, cddigos de identificacdo das espécies.

Tabela 6. Acessos de pitaieiras da colecdo de germoplasma da UFRRJ.

Cddigo Espécie
Hul S. undatus
Hu2 S. undatus
Hu3 S. undatus
Hu4 S. undatus
Hu5 S. undatus
Hpl S. monanthus
Hp2 S. polyrhizus
Hil Selenicereus sp.
Hi2 Selenicereus sp.
Hi3 Selenicereus sp.
Hcl S. costaricenses
Hc2 S. costaricenses

HmxHi S. megalanthus X Selenicereus sp.
Sil Selenicereus sp.
Hsl S. setaceus
Hs2 S. setaceus
Hs3 S. setaceus
Hs4 S. Setaceus
Si2 Selenicereus sp.

HixEil  Selenicereus sp. X Epiphilium sp.
HixEi2 Selenicereus sp. X Epiphilium sp.
HuxHpl S. undatus X S.polyrhizus
HuxHp2 S. polyrhizus X S. undatus
HixHil S.undatus X S.undatus
HixHi2 S.undatus X S.undatus

Foram utilizados 9 descritores qualitativos e 20 guantitativos mais importantes para a
diferenciacdo dos acessos da colecdo de germoplasma de pitaieiras da UFRRJ (Capitulo 1). Aos
descritores qualitativos foram adotadas notas de 1 a n (sendo n o0 nimero de classes fenotipicas
pertencentes a cada descritor). Os descritores utilizados foram: cerosidade do cladddio (1: débil,
2: média, 3: forte), cor do cladddio (1: verde claro, 2: verde médio, 3: verde escuro), borda da
costilha (1:concavo, 2: plana, 3: convexa), comprimento do cladodio (cm), didmetro ¥4 do
cladddio (cm), distancia entre aréolas (cm), diametro da aréola (mm), nimero de espinhos (un),
comprimento do espinho (mm), altura da costilha (cm), cor da polpa (1: branca, 2: cinza claro,
3: rosa claro,4: rosa médio, 5: rosa escuro, 6:vermelho claro, 7: vermelho médio, 8: vermelho
escuro, 9: purpura), cor do exocarpo (1: branco, 2: amarela, 3: verde, 4: rosa médio, 5: lilas , 6:
vermelha, 7: parpura), cavidade apical (1: ausente, 2: média, 3: profunda), nimero de bracteas
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(un), diametro da base das bracteas (cm), sélidos sollveis (°Brix), massa de 100 sementes (g),
espessura da exoderme (mm) e massa da polpa (g).

Foi feita a padronizacdo dos dados originais em X (j=1,2,...,p) para Z; (com média 0 e
desvio padrao 1). A matriz de distancia (dissimilaridade) genética foi obtida pelo algoritmo de
Gower (1971) utilizando a métrica gower do comando daisy do pacote cluster (Méachler et al.,
2012) do programa R. O algoritmo possibilita a analise conjunta de dados qualitativos e
quantitativos, segundo a expressao:

_ Zizl Wijk-Sijk

Sijk - Zzleijk

K = o numero de variaveis (k=1,..., p); i e j = acessos; Wijk = massa dado a comparacao
ijk, atribuindo valor 1 para comparacdes validas e valor 0 para comparagdes invalidas (quando
o0 valor da variavel esta ausente em um ou ambos individuos); Sijk = contribui¢do da variavel
k na similaridade entre os individuos i e j, com valores entre 0 e 1. Para uma variavel qualitativa,
se 0 valor da variavel k é o mesmo para ambos os individuos, i e j, entdo Sijx = 1, caso contrario,
é igual a 0; para uma variavel quantitativa Sijk = 1 - | Xik — Xjk | / Rk onde Xik e xjk s&o os valores
da varidvel k para os individuos i e j, respectivamente, e Rk é o intervalo, da variavel k na
amostra. A divisdo por Rk elimina as diferencas entre escalas das variaveis, produzindo valor
dentro do intervalo [0, 1] e massas iguais. Se a variavel € qualitativa, Sijxassume valor 1, quando
ha concordancia positiva ou negativa para a caracteristica k entre os individuos i e j; e em caso
contréario quando a variavelé quantitativa tem-se:

Yig=Y;

Sij — | LkRk ]kl

Rk = amplitude de variacdo da variavel k, assumindo valores 0 e 1 ou inteiros entre
estes.O valor de Wijk é um pesso usado para definir as contribui¢des dos Sijk’s individuais.
Nesse aspecto, quando o valor da variavel k é ausente em um ou ambos os individuos, Wijk =
0, em caso contrario, igual a 1.

Utilizou-se a anéalise de agrupamento hierarquico Unweighted Pair Group Method
Using Arithmetic Averages (UPGMA) pelo método average no comando hclust do pacote stats
do programa R. Utilizou-se também o método de agrupamento por otimizacdo Tocher do
comando tocher do pacote biotools (Silva; Malafaia; Menezes, 2017) do programa R. A
validacdo dos agrupamentos foi determinada pela analise do coeficiente de correlacdo
cofenético.

Para analisar a relacdo entre os descritores morfoagronémicos e 0s acessos foi
organizado um mapa de calor (heatmap) com a correlagdo de person das variaveis, pelo
comando pheatmap do pacote pheatmap (Kolde, 2018) no programa R.

, onde:

onde,
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A dissimilaridade média observada entre acessos foi de 0,539. Moura et al. (2010)
utilizaram o algoritmo de Gower para estimar a dissimilaridade de pimentas do banco de
germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) e verificaram
dissimilaridade média entre os acessos de 0,40 concluindo que existe ampla variabilidade na
colecdo.

O agrupamento hierarquico (UPGMA) dos 25 acessos de pitaieras da colecdo de
germoplasma de pitaieiras da UFRRJ é apresentado na Figura 8. A correlacdo cofenética obtida
entre a matriz de distancias e o dendrograma foi de 0,86 indicando um bom ajuste (Tao et al.,
2014; Silva et al., 2017).
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Figura 8. Dendograma do agrupamento UPGMA baseado na dissimilaridade multicategorica
de caracteres morfoagronémicos da colecdo de germoplasma de pitaieiras da UFRRJ.
Cofenética UPGMA=0,86
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As dissimilaridades altas entre HmxHi, HixEil e HixEi2 e os outros acessos (Figura 1)
que foram encontradas no presente trabalho corroboram-se com as origens desses dois acessos.
O primeiro é um hibrido interespecifico entre Selenicereus spp. e Selenicereus megalanthus,
sendo que essa espécie é tetraploide, possuindo evidéncias de sua origem uma hibridacéo
natutal entre Selenicereus spp. e S. setaceus (Tel-Zur, 2004). Ja os acessos HixEil e HixEi2 sdo
provenientes de cruzamentos entre 0s géneros Selenicereus e Epiphylum. As menores
dissimilaridades (Figura 8) foram observadas entre acessos das mesmas espécies e as
dissimilaridades intermediarias foram entre os hibridos interespecificos.

Tomando como limiar o valor de 0,27 observa-se, no dendrograma, a formagao de 6
grupos de similaridade. O maior grupo formado por 10 (40%) dos acessos estudados,
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compreende as espécies S. undatus, Selenicereus spp. e S. polyrhizus. O segundo grupo é
formado por 6 (24%) acessos englobando a espécie S. setaceus e Selenicereus spp. O terceiro
maior grupo é composto de 4 (16%) acessos sendo estes hibridos. Dois grupos possuem 2 (8%)
acessos, sendo um formado pelos acessos da espécie S. costaricenses e outro formado pelos
hibridos dos génros Selenicereus e Epiphyllum. O acesso HmxHi isolado forma o menor grupo.
Esses resultados indicam possibilidades de cruzamentos intergrupos, bem como, a necessidade
de ampliar o nimero de acessos intragrupos para aumentar a base genética dessa colecéo.

A Figura 9 é um mapa que relaciona os grupos formados pelo agrupamento UPGMA e
correlacdo entre as caracteristicas avaliadas. Nessa figura nota-se diferengas significativas
(p<0,01) no teor de sélidos soltveis (FQ5) entre os grupos. O grupo 1, formado por Hu2, Hul,
Hu5, Hu4, Hu3, Hil, Hi3, Hi3, Hpl e Hp2, possuindo cores de polpa de fruto branca (Hu2,
Hul, Hu5, Hu4, Hu3, Hil, Hi3, Hi3) e vermelha (Hpl e Hp2). Neste grupo encontram-se
acessos com maiores frutos e massa de polpa, porém com menor média de sélido solaveis (15,3
Brix). Os cladodios possuem pouca cerosidade franca, costilha convexa, bracteas das flores
com pigmentacdo vermelha ausente e estigma localizado acima do nivel das anteras.
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Figura 9. Mapa de calor demostrando os desvios de cada variavel em cada gendtipo em
relacdo a média de todos os acessos. A barra indicativa de cores refere-se aos desvios
padrdo. Cerosidade do cladddio (CD2), cor do cladddio (CD4), borda da costela
(CD7), comprimento do cladddio (CQ1), didmetro ¥ do cladddio (CQ3), distancia
entre aréolas (CQ5), diametro da aréola (CQ7), numero de espinhos (CQ8),
comprimento do espinho (CQ10), altura da costilha (CQ12), intensidade de vermelho
das bracteas (RD1), cor da pétala (RD2), cor principal da sépala (RD3), comprimento
do perianto (RQ1), comprimento do estilete (RQ2), comprimento das pétalas (RQ4),
comprimento dos filetes (RQ8), comprimento da antera (RQ9), didmetro da antera
(RQ10), distancia da base do estigma a antera distal (RQ11), cor da polpa (FD3), cor
do exocarpo (FD5), cavidade apical (FD6), numero de bracteas (FQ1), diametro da
base das bracteas (FQ3), sélidos soltveis (FQ5), massa de 100 sementes (FQ6),
espessura da exoderme (FQ7) e massa da polpa (FQ9).
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O grupo 2 ¢é formado por 2 hibridos entre as espécies S. undatus e S. polyrhizus
(HuxHp1, HuxHp2) e dois hibridos entre espécies ndo identificadas (HixHil e HixHi2) que
apresentam cor da polpa rosacea a vermelha, flores com sépalas rajadas e bréacteas com intenso
vermelho, estigma 5 cm (média) acima do nivel das anteras, frutos com teor médio de solidos
soluveis de 18,7 Brix. HuxHp2 apresenta as maiores sementes entre 0s todos 0s grupos.

O grupo 3 é formado por dois acessos (Hcl e Hc2) ambos da espécie S. costaricenses.
O cladddio desses acessos é marcado pela presenca de grande cerosidade, estigmas localizados
8 cm acima do nivel das anteras, polpa do fruto possui cor vermelho forte. Esse grupo possui
média de solidos sollveis da polpa do fruto de 17,35°Brix.

Lima, Faleiro e Junqueira (2013a) estudaram as caracteristicas fisico-quimica de frutos
de S. undatus e S. setaceus e verificaram também que S. undatus possuiam maiores frutos
(comprimento e massa) e menores teores de solidos solUveis que S. setaceus, resultados esses
condizentes com os do presente estudo. Freitas e Mitcham (2013) analisaram qualidade de
frutos de S. undatus e verificaram no momento da colheita teor de solidos soltveis de 10 Brix
e Sato et al. (2014) analisaram frutos de S. costaricenses em 3 municipios paraenses e
verificaram teores de solidos sollveis de 10,13 a 12,17° Brix.

O grupo 4 é formado pelas espécies S. setaceus e Selenicereus spp. que possuem menor
distancia entre as aréolas, maiores numeros de espinhos, estigma localizado no mesmo nivel
das anteras, frutos menores com coloragdo do exocarpo vermelha e com polpa branca e
translucida, teor de solidos soltveis de 18,08 Brix. Bauer (2003) e Korotkova, Borsch e Arias,.
(2017) realocaram a espécie S. setaceus antes pertencente ao género Hylocereus, pelas diversas
caracteristicas morfologicas e moleculares congruentes. Lima, Faleiro e Junqueira (2013a)
estudaram a divergéncia genética de acessos dessas espécies, encontradas no cerrado brasileiro
e verificaram o teor de sélidos solaveis de até 20, 93 Brix.

O grupo 5 é formado pelos hibridos dos géneros Selenicereus e Epyphilum que possuem
flores com pétalas vermelhas, os maiores espinhos dos cladddios de todos 0s acessos. Frutos
com exocarpo alaranjado e polpa pdrpura, com média de 19 Brix. Mizrahi (2014) relata que a
hibridacdo entre esses dois géneros sendo promissora na busca de frutos com melhores
caracteristicas voltadas ao mercado (tempo de prateleira, cores e sabores diferenciados), de fato,
no presente estudo esses acessos foram que apresentam maior espessura de exocarpo.

O grupo 6 é formado pelo acesso HmxHi que é um hibrido entre as espécies S.
megalanthus e Selenicereus sp., 0 qual apresentou maiores distancias entre as aréolas, altura da
costilha e comprimento das pétalas, estigma 12 cm acima do nivel das anteras, frutos com
exocarpo amarelo e alto teor de sélido soltveis (19,8 Brix). Tel-Zur et al. (2004) e Cisneros e
Tel-Zur (2013) mostraram em seus estudos evidéncias de hibridacdo natural entre as espécies
S. undatus e S. setaceus poliploidia (4n ou 6n) enquanto as outras espécies desses sdo diploides
(2n). Pelos dados morfoagronémicos desse acesso podemos evidenciar isso no presente
trabalho pela maior dissimilaridade.

Na escolha de acessos promissores de pitaieiras deve ser prioritaria a qualidade dos
frutos (Junqueira et al., 2010; Lima; Faleiro; Junqueira, 2013), neste sentido destacam-se 0
acesso Hi3 e Hu2 do primeiro grupo com teor de sélidos sollveis de 19,00 e 18,70 Brix,
respectivamente; os hibridos HuxHpl e HixHi2 do segundo grupo ambos com teor de solido
sollveis de 19,5 Brix; 0 acesso Hs4 do grupo 4 e o Unico acesso do grupo 6 com 19,8 Brix de
teor de solidos sollveis.

Deve ser dada atencdo também a dificuldade de polinizacdo natural da pitaieira por
existir plantas auto incompativeis seja por possuir heterostilia ou apresentar incompatibilidade
gametofitica (Nerd; Mizrahi, 1996). No grupo 1 foi encontrada heterostilia com disposi¢do do
estigma 9 cm (media) acima das anteras. Os acessos dos grupos 2, 3, 5 e 6 apresentaram média
de 5 cm, 8 cm, 2 cm e 12 cm, respectivamente. Os acessos do gurpo 4 ndo apresentaram
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hetorotilia. Esses resultados indicam que devem ser feitas avaliagdes da polinizacdo para
averiguar se a heterostilia encontrada afeta o pegamento de frutos pela polinizacao natural.

O coeficiente de correlagdo cofenética entre a matriz de dissimilaridade e 0 método de
agrupamento por otimizacdo Tocher (Spuhler, 1954) foi de 0,784 e possibilitou a obtencao de
5 grupos de similaridade (Tabela 7), o primeiro grupo com 14 acessosCo (Hil, Hi2, Hi3, Hu3,
Hu2, Hul, Hu4, Hu5, Hpl, Hp2, HixHil, HixHi2, HuxHp2 e HuxHp1l), o segundo com 2 ( Hcl
e Hc2), o terceiro com 6 ( Hs4, Si2, Hs2, Hs3, Hsl e Sil) o quarto com 2 (HixEil e HixEi2) e
0 quinto com 1 (HmxHi).

Tabela 7. Agrupamento Tocher dos 25 acessos de pitaieiras da colecdo de germoplasma de
pitaieiras da UFRRJ.

Grupos Genotipos
I Hil, Hi2, Hi3, Hu3, Hu2, Hul, Hu4, Hu5, Hpl, Hp2, HixHil, HixHi2, HuxHp2 e HuxHpl
I Hcl e Hc2
i Hs4, Si2, Hs2, Hs3, Hsl e Sil
v HixEil e HixEi2
\Y HmxHi

Coeficiente de correlacdo cofenética Tocher=0,78.

A correlacdo entre o agrupamento hierarquico UPGMA e o agrupamento de otimizacéo
Tocher no presente trabalho foi de 0,92. Os dois métodos de agrupamentos foram convergentes
em separar 4 grupos com 0S Mesmos acessos, 0 que indica que esses grupos formados
apresentaram diferencas genéticas consistentes. A diferenca entre os dois agrupamentos foi que
no Tocher os hibridos HixHil, HixHi2, HuxHp2 e HuxHp1 foram incluidos no primeiro grupo
e no agrupamento UPGMA formaram um grupo a parte. Esses hibridos possuem em comum
com o agrupamento 1 no UPGMA: o exocarpo vermelho, cladddios com costilhas convexas,
flores com pétalas brancas e heterostilia.

A inclusdo dos hibridos com seus parentais no agrupamento Tocher levanta a
necessidade de que seja explorada a hibridacdo entre individuos do complexo génico secundario
e terciario para obter-se frutos com caracteristicas distintas das atuais ou maior concentracédo
de componentes nutracéuticos que tornaram a pitaia tdo atraente no mercado. Nesse sentido,
Mizrahi (2004) relata o cruzamento do género Selenicereus com o género Epiphilium como
promissor, além desses, os géneros Acanthocereus, Peniocereus, Aporocactus, Disocactus,
Weberocereus, Pseudorhipsalis, Deamia e Kimnachia possuem grande proximidade
filogenética (Korotkova; Borsch; Arias, 2017) podendo ampliar as possibilidades de hibridacéo.
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4.6 CONCLUSOES

Ha variabilidade genética na colecdo de germoplasma de pitaieiras da UFRRJ
evidenciada pelos descritores morfoagrondémicos.

Os acessos HuxHp1, HixHi2, Hs4 e HmxHi mostram-se promissores na obtencéo de
frutos de pitaia de alta qualidade e para futuras hibridacdes.
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5 CAPITULO 1l

ETANOL 70% OTIMIZA A EXTRACAO DE DNA DE PITAIEIRAS

(Selenicereus spp.)
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5.1 RESUMO

As pitaieiras possuem caules fotossintetizantes que produzem compostos secundarios como
fendis, &cidos organicos, polissacarideos e mucilagens que podem dificultar a extracdo do DNA
e diminuir a qualidade das amostras. O etanol é utilizado na industria alimenticia para a extracao
de alguns fendis, e em tese poderia resolver essa dificuldade encontrada na extracdo de amostras
de DNA dessa planta. Este estudo tem como objetivo verificar o efeito do etanol aplicado em
etapa prévia ao método CTAB para a extragdo e purificacdo do DNA de pitaieiras (Selenicereus
spp.). Foram analisadas 4 concentracGes de etanol hidratado (0, 30%, 70% e 95%) em etapa
prévia a extracdo de DNA pelo método CTAB e o produto da extragcdo e sua absorbancia
260/280 mm e 260/230 mm foi quantificado em espectrofotdmetro, em delineamento
inteiramente casualizado com 6 repeticdes. Com o tratamento prévio a extracdo de DNA das
amostras vegetais com etanol a 70% foi possivel obter 189,47 ng/uL de DNA bruto e as
absorbéncias obtidas foram caracteristicas de DNA com grau de pureza satisfatoria.

Palavras-chave: Cactaceae. Extracdo de DNA. Polissacarideos. Mucilagem.
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5.2 ABSTRACT

The dragon fruit trees have photosynthetic stems that produce secondary compounds such as
phenols, organic acids, polysaccharides and mucilage that can hinder and mask the product of
the DNA extraction of this cactus. Ethanol is used in the food industry to extract some phenols,
and in theory it could solve this difficulty found in some DNA extraction procedures of this
plant. This study aims to verify the effect of ethanol applied in previous stage to the CTAB
method for the extraction and isolation of DNA from Selenicereus spp. Four concentrations of
hydrated ethanol (0, 30%, 70% and 95%) were analyzed in the stage prior to DNA extraction
by the CTAB method and the product of the extraction and its absorbance 260/280nm and
260/230 nm was quantified in a spectrophotometer, in completely randomized design with 6
repetitions. With the treatment prior to the extraction of DNA from plant samples with 70%
ethanol, it was possible to obtain 189.47 ng/uL DNA and the absorbances obtained were
characteristics of DNA with a satisfactory degree of purity.

Key-words: Cactaceae. DNA isolation. Polysaccharides. Mucilage.
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5.3 INTRODUCAO

As pitaieiras ndo possuem folhas que séo geralmente utilizadas como fonte de primaria
para extracdo de &cido desoxirribonucleico (DNA) e, seu caule, que é o 6rgédo fotossintetizante,
¢ um cladodio adaptado como 6rgdo de reserva de agua e possui ainda, polissacarideos e
compostos fenolicos ligados a adaptacdo a seca e outros estresses. Além disso, as pitaieiras
possuem o metabolismo acido das crassulaceas (CAM) com concentracao alta de &cidos tipicos
desse metabolismo (oxalacético, malico, piruvato). Essas caracteristicas e compostos dificultam
a extracdo, isolamento e purificacdo do DNA (Tel-Zur et al., 1999).

A extracdo e isolamento de DNA de pitaieiras utiliza o0 método com o detergente
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) que se complexa com o DNA vegetal (Doyle, 1990).
Tel-Zur et al. (1999) utilizaram as raizes aéreas como fonte de DNA, por conter menos
polissacarideos que os cladddios e fizeram o descarte do primeiro sobrenadante complexado
com o CTAB, com a finalidade de eliminar o excesso de polissacarideos e mucilagem.

Faleiro et al. (2003) propuseram adaptacdes para a extracdo e purificacdo do DNA de
plantas com presenca de polissacarideos, que foi utilizado por Junqueira et al. (2010) e para
extracdo de DNA de pitaieiras oriundas do cerrado brasileiro. Essas adaptacdes incluem
reducdo da quantidade do material usado como fonte de DNA, aumento da concentragdo do
detergente CTAB e aumento do tempo de extracdo de proteinas.

Loo e Chandran (2012) propuseram o uso de plantulas para extragdo de DNA de
pitaieiras, por essas plantas jovens possuirem menor quantidade de substancias que mascaram
o DNA. Wong, Silvaraj e Quen (2014)utilizaram cladddios de pitaieiras como fonte vegetal do
DNA e enzimas (proteinase-k) para a eliminacéo dos polissacarideos e outros componentes que
atrapalham a extracdo do DNA dessa cactacea.

Na industria alimenticia, usa-se etanol hidratado para retirar e isolar compostos
fendlicos, flavonoides, proteinas e agucares do caule da pitaieira (Tsai et al., 2019) e estudos
indicam que o etanol hidratado retira a mucilagem de cactaceas (Sepulveda et al., 2007). Como
0 DNA ¢ insoluvel em alcool, o etanol 95% gelado é utilizado no método de extracdo CTAB
para precipita-lo (Doyle, 1990), porém para pitaieiras ndao ha relatos da utilizacdo de etanol em
etapa prévia para facilitar a extracdo de DNA ao retirar substancias que dificultam esse
procedimento importante para estudos moleculares dessa planta.

Posto isso, este estudo teve o objetivo de verificar o efeito do etanol aplicado em etapa
prévia ao CTAB para a extracdo e isolamento do DNA de pitaieiras (Selenicereus spp.).
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5.4 MATERIAIS E METODOS
5.4.1 Material vegetal

Foram selecionados cladddios de pitaieiras provenientes da colecdo de de germoplasma
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) da espécie Selenicereus undatus.

5.4.2 Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Citogenética e Biologia Molecular de
Plantas (LCBMP) do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ, localizado em Seropedica-RJ.

5.4.3 Experimento

O experimento consistiu em aplicar ao macerado dos cladddios 4 concentracdes de
etanol (0, 30%, 70% e 95%) antes da adicdo do CTAB, com 6 repeticbes para cada
concentracdo, com a finalidade de separar a mucilagem e outros constituintes do vegetal que
dificultam a extracdo do DNA.

5.4.4 Protocolo

1) 300 mg do cladddio foi macerado com um pistilo em um almofariz de porcelana
contendo nitrogénio liquido. Transferido o macerado obtido para microtubos eppendorf
(2,0 mL) congelados.

2) Foi adicionado 500 pL de etanol nas 4 concentracdes (tratamentos) em cada tubo
contendo o material vegetal macerado, por meio de sorteio ao acaso.

3) Foi adicionado 850uL de tampdo de extracdo CTAB previamente aquecido a 65°C e
incubado os tubos em banho-maria a 65°C por 60 minutos. Durante a incubacéo, agitou-
se suavemente 0s tubos a cada 10 minutos. Ao tampéo de extracdo foi adicionado 20 pL
de B-mercaptoetanol para cada 1 mL de tampdo de extragdo CTAB utilizado. O
Bmercaptoetanol foi adicionado ao tampao de extragdo CTAB somente no momento do
uso.

4) Retirou-se 0s tubos do banho-maria e foram esfriados a temperatura ambiente.
Centrifugou-se os tubos por 10 minutos a 14000 rpm e o sobrenadante foi transferido
para novos tubos eppendorf (2,0 mL), marcados.

5) Adicionou-se ao sobrenadante 800 pL de cloroférmio-alcool isoamilico CIA (24:1),
agitou-se o tubo por suaves inversdes por 10 minutos até ficar turvo. E foram
centrifugados por 10 minutos a 14000 rpm.

6) Transferiu-se a fase superior aquosa para novo tubo eppendorf (2,0 mL) devidamente
identificado, tendo cuidado de ndo transferir a interfase e a fase inferior. Utilizou-se,
para isso, micropipeta de 200uL ou de 100uL.

7) Adicionou-se 650uL de cloroférmio-alcool isoamilico CIA (24:1) ao sobrenadante, que
foi agitado por 10 minutos a 14000 rpm.

8) Transferiu-se a fase superior aquosa para um novo tubo eppendorf (1,5 mL) e adicionou-
se 450 uL de isopropanol gelado. Os tubos invertidos suavemente por 2 minutos e foram
incubados a -20 °C (freezer) por 2,5 horas.

9) Foi feita centrifugacdo por 10 minutos a 14000 rpm. Notou-se precipitado
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branco/transparente no fundo dos tubos. Foi feito o descarte do sobrenadante. Lavou-
se esse precipitado 2 vezes com etanol 70% para retirar o sal presente, e uma vez com
etanol 95%. Centrifugou-se os tubos com alcool etilico 95% por 5 minutos a 14000 rpm.
Secou-se 0 precipitado a temperatura ambiente por 15-20 minutos.

10) Foi feita a suspencdo do precipitado em 200 pL de Tampéo Tris CI-EDTA (TE) 1x
contendo RNAse na concentracao final de 4 pL/mL.

11) Incubou-se em banho-maria a 37 °C por 30 minutos.

1. 12)Adicionou-se 20 pL de cloreto de sédio 5M a solucdo. Logo apos, foi adicionado
150 pL de isopropanol gelado.

12) Os tubos foram mantidos em freezer por 8 horas.

13) Repetiu-se o item 9 e o precipitado final foi misturado a 200 pL de TE 1x.

5.4.5 AvaliacGes

No espectrofotdmetro marca Nanodrop foram mensurados a concentracdo de DNA, a
absorbancia 260 e 280 nm e as a relagdes entre absorbancias 260/280 e 260/230 nm.

5.4.6 Andlises estatisticas

Foi feita a analise da normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, homogeneidade
(teste de Cochran) e homocedasticidade (teste de Levene) das variancias pressupostos para a
aplicacdo da analise das variancias (ANAVA). Como o estudo é quantitativo, a independéncia
dos residuos foi verificada por analise grafica e pelo teste de Durbin-Watson e feito o estudo da
regressao (linear e quadrética) e apresentado o grafico da regressdo com maior ajuste. O ponto
de méximo foi obtido pelo calculo da derivada da equagdo da regresséo.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Todos os pressupostos para realizagdo da ANAVA foram atendidos (p>0,05). Como

mostrado na Figura 10, os residuos provenientes do ajuste a regressdo apresentaram-se
independentes, o que foi confirmado pelo teste de Durbin-Watson (p<0,05).
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Figura 10. Distribuicdo do ajuste dos residuos em relacdo a regressao.

A ANAVA mostrou-se significativa, indicando que existe diferenca entre o rendimento
de DNA extraido de pitaieiras nas diferentes concentracfes de etanol aplicadas (Tabela 8). O
estudo da regressdo (Tabela 8) mostrou que a regressdo quadratica é significativa e tem o
melhor ajuste entre 0 modelo matematico e os dados (R?=0,8757) do que a regressdo linear
(R?=0,6211).

Tabela 8. Andlise da variancia de 4 concentra¢des de etanol aplicado previamente ao uso do
método CTAB para a extracdo de DNA de pitaieiras.

Fonte da variacdo SQ GI MQ F valor-P R?

Concentracéo de Etanol 103188 3 34396,1 545,779 2,40998e'°
Estudo da Regresséo

(Linear) 64864,9 (1) 64864,9 36,0507 4,82549¢ % 0,6211
(Quadratica) 90362 (1) 90362 1433,82 4,30464e%° 0,8757

Erro 1260,44 20 63,022

Total 104449 23

O tratamento com etanol na concentracdo de 70% foi proximo ao ponto de méximo
(67,26%) da equacdo da regressdo quadratica e obteve o maior rendimento na extracdo de DNA
de pitaieiras 189,47 ng/uL de DNA bruto (Figura 11), valor equivalente ao obtido por Tel-Zur
et al. (1999), Loo e Chandran (2012) e Wong, Silvaraj e Quen (2014).

65



180 - y'=-0,0351x? +4,7216x (**%) °
160 - R?>=0,8757
140 -

E= IR Al 2]
o O O

M
o o
' 1

Concentragdo DNA ng/uL
2

0 30 60 90
Concentragdo Etanol

Figura 11. Gréfico e equacdo da regressao quadratica de DNA bruto de pitaieiras, obtido pelo
método de extracdo CTAB com tratamento prévio com etanol em 4 concentraces.

As diferencas entre o protocolo deste trabalho e o de Tel-Zur et al. (1999) residem em
que o primeiro utiliza o cladédio como fonte de DNA e o segundo, raizes adventicias
provenientes de estaquia dos cladddios. Tel-Zur et al. (1999) relatam que a escolha pelas raizes
adventicias foi porque esse 6rgdo contém menos mucilagem e substancias que dificultam o
isolamento do DNA. Todavia, Barroso et al. (2017) relatam que o surgimento de tecidos
adventicios em pitaieiras acontece em até 92 dias, 0 que poderia ser um entrave para 0 uso da
técnica que utiliza esse tipo de tecido como fonte de DNA.

O mesmo entrave temporal pode surgir na utilizagdo de plantulas de pitaieiras como
fonte primaria para a extracdo de DNA como proposto por Loo e Chandran (2012), uma vez
que para uso de tal estratégia serd necessario lancar mao de sementes viaveis de pitaieiras,
esperar 0 tempo para germinacao e crescimento inicial das plantulas. Esse protocolo mostra
viabilidade para extracdo de DNA de hibridos de pitaieiras onde se tem o controle de
polinizacdo, porém torna-se invidvel para situacdes onde esse controle ndo é possivel como por
exemplo a exploragdo de pitaieiras nativas ou acessos com autoesterilidade polinica (Tel-Zur
etal., 2012).

Wong, Silvaraj e Quen (2014) extrairam DNA de cladodios de pitaieiras com a
utilizacdo de enzimas para eliminar a mucilagem e outros compostos, essas enzimas conferiram
pureza ao produto molecular obtido, porém aumentam o custo e tempo do processo de extracao.

A extracdo com etanol hidratado de mucilagem, compostos fendlicos, flavonoides,
polissacarideos e proteinas de pitaieiras para uso na inddstria alimenticia é previamente
retratada (Sepulveda et al., 2007; Tsai et al., 2019). Além de agir como solvente para essas
substancias, OLIVEIRA et al. (2007) relatam que o etanol induz a agregacao de moléculas de
acidos, precipitando-as e por isso é utilizado o etanol absoluto em etapa de purificacdo do DNA
no metodo CTAB (Doyle, 1990). Na Tabela 9 foram relacionados os valores de absorbancia
mensuradas no espectrofotdmetro.
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Tabela 9. Absorbancia de amostras de DNA extraidas de pitaieiras pelo método CTAB com
tratamento prévio com etanol em 4 concentragdes.

Tratamentos A260 A280 A260/280 A260/230

Etanol 0% 0,07 0,45 1,75 0,40
Etanol 30% 1,65 0,675 1,88 1,58
Etanol 70% 3,79 2,01 1,89 1,87
Etanol 95% 2,36 1,30 1,81 1,58

Acidos nucléicos possuem absorbancia caracteristica em 260 nm e contaminantes
(proteinas, fendis e outros) em 280 nm (Nelson; Cox, 2017). Pode-se verificar na Tabela 2 que
o tratamento com etanol 70% obteve absorbancia 260 nm de 3,79 indicando conteudo rico em
acidos nucleicos, e relagdo de absorbancia 260/280 e 260/230 mm de 1,89 e 1,87,
respectivamente, que indicam amostras DNA consideradas puras (Nelson; Cox, 2017).

A adaptacdo no método de extracdo de DNA com etanol a 70% foi utilizada para a
extracdo de DNA de 29 acessos de pitaieiras das espécies S. undatus, S. polyrhizus, S.
monacanthus, S. costaricences, S. setaceus e hibridos entre essas espécies, oriundas da colecao
de germoplasma de pitaieiras da UFRRJ, e obteve-se DNA em quantidade e qualidade
satisfatorias (dados ndo publicados).
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4.6 CONCLUSOES
E possivel o isolamento e purificacdo e obtencdo de maior quantidade de DNA de

pitaieiras (Selenicereus spp.) com aplicacdo de etanol 67,26% antes da extracdo com detergente
CTAB.
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6 CAPITULO IV

HETEROSTILIA E REQUERIMENTOS DE POLINIZACAO EM
DIFERENTES ESPECIES DE PITAYAS
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6.1 RESUMO

O cultivo da pitaieira € recente e algumas espécies apresentam barreiras reprodutivas que
podem limitar a sua produtividade. Neste trabalho, objetivou-se caracterizar acessos de
pitaieiras da colecdo de germoplasma da UFRRJ quanto a exigéncias de polinizacéo e os efeitos
na frutificacdo. Foram avaliados os efeitos da polinizagdo natural (aberta), polinizag&o restrita
e polinizacdo cruzada em 30 bot6es florais de cada tratamento em plantas de quatro espécies de
pitaias: Selenicereus polyrhizus e S. undatus, S. costaricenses e S. setaceus e mensurada a
heterostilia (distancia entre os I6bulos do estigma e antera distal) em 30 flores de cada espécie
citada e verificado a porcentagem de pegamento de frutos, em delineamento inteiramente
casualizado. As espécies S. polyrhizus, S. undatus e S. costaricenses apresentaram heterostilia
que influenciou em menor pegamento de frutos. A espécie S. setaceus ndo apresentou
heterostilia. N&o foi obtido frutos na polinizacdo restrita na espécie S. costaricenses. A
polinizacdo cruzada aumenta o pegamento de frutos em pitaieiras. S. setaceus apresenta
evidéncias de cleistogamia e pode ser utilizada como doadora de polen em plantios de pitaieiras.

Palavras-Chave: Selenicereus spp.. Hercogamia. Autocompatibilidade polinica.

72



6.2 ABSTRACT

The cultivation of dragon fruit is recent, and some species have reproductive barriers that can
limit their productivity. This work aimed to characterize accessions of pitaieiras from the
germplasm collection of UFRRJ regarding pollination requirements and the effects on fruiting.
The effects of natural (open) pollination, restricted pollination and cross-pollination in 30
flower buds from each treatment were evaluated on plants of four species of pitayas:
Selenicereus polyrhizus and S. undatus, S. costaricenses and S. setaceus and heterostilia
(distance between the lobes of the stigma and the distal anther) in 30 flowers of each species
mentioned and the fruit setting was verified, in a completely randomized design. The species S.
polyrhizus, S. undatus and S. costaricenses presented heterostilia that influenced less fruit set.
The S. setaceus species did not show heterostilia, it has evidence of cleistogamic plant and can
be a polen donor in commercial plantations. No fruit was obtained from restricted pollination
in S. costaricenses species. Cross-pollination increases fruit set in dragon fruit trees.

Key Words: Selenicereus spp.. Hercogamy. Pollen self-compatibility.
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6.3 INTRODUCAO

No Brasil, os plantios comerciais de pitaieiras sdo incipientes, com inicio na década de
1990. Seu fruto possui exocarpo e polpa com variedade de cores, além de propriedades
nutricionais e digestivas que o faz atrativo mercadologicamente. Suas flores sdo grandes (cerca
de 30 cm), actinomorfas, com antese noturna, com centenas de anteras, bracteas em torno do
pericarpo, perianto com sépalas verdes, rajadas ou avermelhadas e pétalas brancas ou creme.
Possuem intensa exsudagdo de néctar e producdo de pdlen, atraindo dessa forma morcegos,
mariposas no periodo noturno e abelhas e outros visitantes florais durante as primeiras horas da
manha (Donadio, 2009; Mizrahi, 2014; Muniz et al., 2019).

A caracterizacdo do sistema reprodutivo e requerimentos de polinizacao sdo necessarios
para programas de melhoramento e para o cultivo comercial, pois permite estabelecer as
estratégias polinizacdo (natural ou artificial) e de hibridizacdo e exploracdo da variabilidade
encontrada, bem como aumento de producdo e de frutos com qualidade superior (Weiss; Nerd;
Mizrahi, 1994).

Por ser recente a domesticacdo da pitaieira, o cultivo dessa frutifera € feito com
gendtipos que apresentam autoincompatibilidade (autoestéreis) e autocompativeis. Weiss, Nerd
e Mizrahi et al. (1994), em trabalho conduzido em lIsrael, concluiram que o gendtipo de S.
undatus estudado apresentou autocompatibilidade polinica (autopolinizacdo e geitonogamia).
Por sua vez, Castilllo et al. (2003) verificaram, em trabalho feito no México, que o genétipo da
mesma especie apresentou autoincompatibilidade. Silva, Martins e Cavallari (2011) estudaram
a autopolinizacdo da pitaieira (S. undatus) em Jaboticabal-SP e verificaram que ndo houve
frutificacdo, entretanto Menezes et al. (2015) em trabalho conduzido em Lavras-MG
verificaram que o gendtipo estudado de S. undatus apresentou frutificacdo de 7% quando
autopolinizadas. Ja para a espécie S. polyrhizus, Weiss, Nerd e Mizrahi et al. (1994)
descreveram a espécie S. polyrhizus como totalmente autoincompativel, no entanto, Muniz et
al. (2019) verificaram autocompatibilidade no gen6tipo da mesma espécie estudada.

Além da autoesterilidade, a pitaieira pode apresentar estames e estigma em niveis
diferentes (heterostilia) o que pode ocasionar baixas taxas de fecundacéo e produtividade o que
torna necessario o uso de plantas doadoras de polen e de polinizacdo manual (Luz; Bortolini,
2017; Muniz et al., 2019).

Essas barreiras reprodutivas e morfoldgicas demandam caracterizacdo, avaliacdo do
sistema reprodutivo e requerimentos de polinizacao dessa frutifera sejam feitos para o ambiente
e acessos especificos. Tendo isso em vista, neste trabalho, objetivou-se caracterizar 4 espécies
de pitaia da colecdo de germoplasma da UFRRJ quanto a heterostilia e exigéncias de
polinizacéo.
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6.4 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Campus Campos dos Goytacazes da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, localizado na cidade de Campos dos Goytacazes, RJ
(21°45'14"S e 41°19'26"W, a 14 m de altitude). O clima da regido € do tipo Aw, conforme a
classificacdo de Koppen, com inverno seco e verdo quente e chuvoso, e a temperatura média
anual é de 22,7 °C.

A colegdo de germoplasma de pitaieiras da UFRRJ foi instalada em 2016 conduzidas
no espacamento de 1,5 m entre plantas e 3,0 m entre linhas. As plantas foram tutoradas com
mourdes de eucalipto tratado e conduzidas até o seu &pice 1,60 m acima do solo. Foram
analisadas 4 espécies: S. undatus, S. polyrhizus, S. costaricenses e S. setaceus.

Para analisar a heterostilia foram marcados, em dezembro de 2019, 30 botdes florais de
cada espécie, escolhidos aleatoriamente. No momento da antese foi mensurado com paquimetro
digital a distancia entre a posicéo das anteras e os l6bulos do estigma como representado na
Figura 12.

Stigma lobes

Distancia entre a
antera distal e o
estigma

Figura 12. Método de mensuracdo da heterostilia: Distancia entre a antera distal e os l16bulos
do estigma.
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Foram selecionados aleatoriamente e marcados, 90 outros botdes florais de cada espécie
para avaliacdo dos requerimentos de polinizacdo. Em 30 botdes florais de cada espécie foi
aplicado o tratamento de polinizagao restrita, conforme descrito por Muniz et al. (2019), que
consiste na cobertura da flor antes da antese com sacos de TNT (tecido ndo tecido) e
manutencdo deste até o final da antese, para avaliar a ocorréncia de cleistogamia
(autopolinizacdo). Em outras 30 flores foi aplicado o tratamento de polinizacao aberta conforme
descrito pelos mesmos autores, que consiste em deixar a flor sem impedimentos para que
visitantes florais possam ter acesso as pecas reprodutivas. Em outras 30 flores de cada espécie
foi aplicado o tratamento de polinizagdo manual cruzada (Weiss; Nerd; Mizrahi, 1994)
utilizando como doador de pdlen um acesso de S. setaceus. Perfazendo em delineamento
fatorial inteiramente casualizado 4x3 (4 espécies por 3 tratamentos e 30 botBes florais por
tratamento) para andlise da porcentagem de frutros produzidos ap6s 28 dias da antese no
seguinte modelo matemaético:

Yij=m + ai + bj + abij+ eij

Onde: Yij = é o valor observado na unidade experimental; m = é a média geral; ai=é o
efeito da i-ésima (i=1 a 4) espécie de pitaieira; bj = € o efeito d j-ésimo (j=1 a 3) tratamento
(polinizacdo restrita, polinizacdo aberta e polinizacdo cruzada); (ab)ij = é o efeito da interacdo
entre o i-ésima espécie de pitaieira e j-ésimo tratamento; eij = é o efeito aleatorio.

Foi realizada a analise da variancia (ANAVA) e para validacdo dos pré-requisitos da
ANAVA foram realizados o teste de Levene para verificar a homocedasticidade das variancias
e o teste Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados. Para comparacdo das médias as
porcentagens foram transformadas em arc sen \x/100 e quando pertinente foi feito o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Foi utilizado o programa R para realizagdo dos testes estatisticos,
utilizando o pacote stats.
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6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As variancias para todos os parametros apresentaram homocedasticidade (p>0,05) e
normalidade (p>0,05) pelo teste de Levene e Shapiro-Wilk respectivamente, requisitos para o
uso da ANAVA. Houve diferenca significativa (p<0,01) para o parametro heterostilia, a espécie
S. setaceus teve a menor distancia (0,36 cm) entre a antera distal e os I6bulos do estigma (Tabela
10), enquanto as espécies S. undatus, S. polyrhizus e S. costaricenses tiveram distancias de 9,03
cm, 12,78 cm e 8,04 cm, respectivamente. Le Bellec (2004) verificou morfologia semelhante
para as espécies S. undatus e S. costaricenses e Muniz et al. (2019) também relatou o estigma
acima do nivel das anteras nas espécies S. undatus e S. polyrhizus (sin. H. polyrhizus).

Tabela 10. Heterostilia floral de 4 espécies de pitaieiras da colecdo de germoplasma da
UFRRJ.

Espécies Heterostilia

S. undatus 9,03+1,02 a

S. polyrhizus  12,78+0,81 a
S. costaricenses 8,04+1,92 a

S. setaceus 0,36+0,05 b
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre sim pelo teste de Tukey a 5%.

A heterostilia € uma condicdo que favorece a alogamia (Cortindz et al., 2008), uma
estratégia reprodutiva para aumentar a variabilidade e consequentemente o0 sucesso evolutivo
(Vieira; Fonseca, 2014).Entretanto, para cultivos fruticolas comerciais a heterostilia pode
acarretar diminui¢do na produtividade e aumento de custos por ser necessario a manutencéo do
polinizador natural ou polinizacdo artificial (manual) para sobrepujar tal barreira, quando o
material ndo for autocompativel (Silva; Martins; Cavallari, 2011).

Muniz et al. (2019) verificaram que as flores de pitaieiras (S. undatus e S. polyrhizus)
tem como principais visitantes noturnos a mariposa Agrius cingulata e diurnos a abelha Apis
mellifera. Le Bellec (2004) verificou que na maioria das visitas, as abelhas ndo tocam o estigma.
De fato, Aliente-Banuet et al. (2007) verificaram que 0s visitantes noturnos maiores como as
mariposas e morcegos (Leptonycteris curasoae) sao mais eficientes na polinizacéo.

As flores brevistilas, com anteras mais curtas que o estigma, como as encontradas neste
estudo, podem ter deposicdo diferencial de pélen (Cortin6z et al., 2008) que pode acarretar
perdas de produtividade, uma vez que as pitaieiras sofrem efeito de xénia ou metaxenia
(Mizrahi et al., 2004; Silva; Martins; Cavallari, 2011), ou seja, o fruto pode manifestar
morfologias distintas de acordo com a fonte doadora de pélen. Por isso em plantios comerciais
e em programas de melhoramento devem ser dadas prioridades para plantas autocompativeis e
sem heterostilia para facilitar a polinizagéo natural (Silva; Martins; Cavallari, 2011) e a adogao
dessas plantas nos plantios comerciais ou a polinizacdo manual (Menezes et al., 2015).

A ANAVA mostrou diferenca significativa (p<0,01) entre as varidncias para a
porcentagem de frutos produzidos e a Tabela 2 contém os resultados submetidos ao teste Tukey
(5%) dos tratamentos de polinizacdo restrita, aberta e cruzada aplicado as 4 espécies de
pitaieiras estudadas. A porcentagem de frutos obtidos no tratamento de polinizagéo restrita foi
de 10%, 16,7%, 0% e 96,7% para as espécies S. undatus, S. polyrhizus, S. costaricenses e S.
setaceus, respectivamente, indicando que a ocorréncia de cleistogamia depende da espécie ou
variedade. No presente estudo a especie S. setaceus demostrou alta cleistogamia enquanto as
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outras espécies demostraram menores taxas dessa caracteristica, possivelmente devido a
heterostilia que foi observada na Tabela 11.

Weiss, Nerd e Mizrahi et al. (1994) fizeram o teste de polinizagdo restrita para as
espécies S. undatus, S. polyrhizus e S. costaricenses e ndo obtiveram pegamento de frutos,
condizente com os resultados observados por Silva, Martins e Cavallari (2011) que estudou a
espécie a autopolinizacdo de S. undatus. Por sua vez, Dinh H& e Chung (2014) observaram
pegamento de frutos na S. undatus em torno de 50% e néo obtiveram frutos no tratamento de
autopolinizacdo da espécie S. polyrhizus e Muniz et al. (2019) relataram que nas espécies S.
undatus e S. polyrhizus o pegamento de frutos foi de 100% e 47%.

Tabela 11. Porcentagem de frutos produzidos por 4 espécies de pitaieiras submetidas a
tratamentos de polinizacao.

Tratamentos (tipos de polinizacdo)

Especies Restrita  Aberta Cruzada (manual)
S. undatus 10% bB  70% aB 90% aA
S. polyrhizus  16,7% cB  50% bC 96,7% aA
S. costaricenses 0% cB  46,7% bC 96,7% aA
S. setaceus 96,7% aA 96,7% aA 100% aA

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha e maidscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%.

As discrepancias verificadas nestes trabalhos indicam que ndo ha um comportamento
intraespecifico uniforme quanto a polinizacdo nas espécies S. undatus e S. polyrhizus e que
trabalhos de avaliagdo dos requerimentos de polinizagdo sdo necessarios para a manutengéo de
uma colecdo de germoplasma de pitaieiras e indicacdo aos produtores. Ja para a espécie S.
costaricenses, os resultados encontrados neste trabalho sdo condizentes com o relato de
autoincompatibilidade gametofitica caracterizada para essa espécie (Lichtenzveig et al., 2000).

O menor pegamento de frutos no tratamento de polinizacdo aberta para as espécies S.
polyrhizus e S. costaricenses (Tabela 11) pode estar relacionado a heterostilia (Tabela 10)
verificada. Como observado por Le Bellec, Vaillant e Imbert (2006), a diferenca de espacial
entre as anteras e o estigma dificulta o contato das abelhas que sdo os principais visitantes florais
diurnos das pitaieiras (Muniz et al., 2019). De fato, Valiente-Banuet et al. (2007) observou que
0 pegamento de frutos de visitantes diurnos foi em torno de 50% enquanto dos visitantes
noturnos foi de 76%. Como as pitaieiras sdo plantadas fora de seu habitat natural (bosques) o0s
visitantes noturnos maiores, COmo morcegos e mariposas, que poderiam entrar em contato em
sua visitacdo com as anteras e I6bulos do estigma podem ser mais escassos em plantios
comerciais do que nas condi¢Ges de sub-bosque que € o habitat natural das pitaieiras e seus
polinizadores noturnos.

O comportamento das 4 espécies estudas foi semelhante para o tratamento de
polinizacdo cruzada obtendo pegamento de frutos proximo de 100% (Tabela 11), mostrando
que S. setaceus pode ser usado como fornecedor de pélen em plantios de pitaieiras das espécies
estudadas.

Todas as espécies tiveram interacdo e pegamento de frutos no tratamento de polinizagédo
aberta, evidenciando interacdo com os polinizadores. As espécies S. undatus, S. polyrhizus e S.
costaricenses tiveram queda no pegamento de frutos no tratamento de polinizagdo aberta (em
torno de 50%) queda semelhante observada por Weiss, Nerd e Mizrahi et al. (1994), e a espécie
S. setaceus manteve a maior producgéo de frutos em todos os tratamentos (em torno de 100%),
0 que pode ser correlacionado 0 menor grau de heterostilia.
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Sem davida, as diferengas entre as taxas de pegamento de frutos do presente estudo e 0s
demais citados podem ser explicadas por outras variaveis como por exemplo as diferencas do
fotoperiodo, intensidade luminosa, precipitacdo, caracteristicas edéaficas e diferencas de clones
utilizados, entretanto, esses resultados evidenciam que o sistema reprodutivo da pitaieira
depende do clone utilizado, que a caracterizacdo e avaliagdo deve ser feita in loco na colegéo
de germoplasma de pitaieiras, que a heterostilia pode diminuir a produtividade e essas
informacdes devem ser explicitados no passaporte e repassadas aos produtores para oS
procedimentos tecnolégicos adequados (como necessidade de polinizacdo manual ou plantio de
variedade fornecedora de polen). Estudos adicionais sobre a viabilidade e germinag&o do polen,
receptividade do estigma e uso de polinizadores diurnos maiores (como abelhas do género
Bombus) devem ser realizados para elucidacdo do sistema reprodutivo de cada acesso de
pitaieira da colecdo ora estudada.
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6.6 CONCLUSOES

A espécie S. setaceus possui caracteristicas cleistogamicas e pode ser usada como
fornecedora de p6len em plantios de pitaieiras.

A heterostilia causa diminui¢do na porcentagem de pegamento de frutos de pitaieiras
nas espécies S. undatus, S. polyrhizus e S. costaricenses.

O acesso da espécie S. costaricenses possui evidéncia de autoincompatibilidade.
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ANEXOS

Anexo A. Documento de aprovacdo da tese

MINISTERIO DA EDUCAGAO UFR g . -

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA
UFRR)

ATA N®3529/2020 - DeptFITO (12.28.01.00.00.00.32)

N* do Protocalo: 23083.063130/2020-38
Seropédica-RJ, 30 de novembro de 2020.

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
PROGRAMA DE POS- GRADUACAO EM FITOTECNIA

ATA N° 141

Aos vinte dias do més de novembro do ano de dois mil e vinte, is 09:00 h, por meio da webconferencia RNP, instalou-se a banca
examinadora de tese de doutorado do(a) aluno(a) FABIO FERREIRA CRUVINEL sob a orientagio do(s) professor(es) MARCO ANTONIO
DA SILVA VASCONCELLOS (UFRRJ). A banca examinadora foi composta pelos professores/pesquisadores: JORGE JACOB NETO
(UFRRJ), ALMY JUNIOR. CORDEIRO DE CARVALHO (UENF), FABIO GELAPE FALEIRO (EMBRAPA) e NOBUYOSHI NARITA
(APTA/SP). A tese intitulada: "Caracterizagio morfoagronémica, diversidade genética e requerimentos de polinizagio de pitaieiras”, foi
iniciada as 09:15 h e teve a duragio de 39 minutos de apresentagio. O (a) Candidato (a), apés avaliado pela banca examinadora obteve o
resultado:

(X ) APROVADO (a), devendo o (a) Candidato (a) entregar a versio final em até 60 dias i sua coordenagio de curso (de acordo com a
Deliberagio Ne® 84 de 22 de agosto de 2017).

() APROVADO (a) COM RESSALVA, devendo o (a) Candidato (a) satisfazer, no prazo estipulado pela banca, as exigéncias constantes da
Folha de Modificagdes de Tese de Doutorado anexa i presente ata. Apés, entregar a versio final em até 60 dias 3 sua coordenagio de curso
(de acordo com a Deliberagio Ne 84 de 22 de agosto de 2017).

() REPROVADO (a).
(Assinado digitalmente em 30/11/2020 14:23) (Assinado digitalmente em 30/11/2020 17:36)
JORGE JACOB NETO MARCO ANTONIO DA SILVA VASCONCELLOS
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR FPROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR
DeptFITO (12.28.01.00.00.00.32) DeptFITO (12.25.01.00.00.00.32)
Matricula: 387256 Matricula: 9558442
(Assinado digitalmente em 02/12/2020 06:34) (Assinado digitalmente em 30/11/2020 17:32)
NOBUYOSHI NARITA ALMY JUNIOR CORDEIRO DE CARVALHO
ASSINANTE EXTERNO ASSINANTE EXTERNO
CPF: 042.500.728-60 CFF: 879.505.847-91
{Assinado Qﬁgimfmﬂur em 30/11/2020 12:57) (.-Iuimmro digitalmente em 30/11/2020 11:46)
FABIO GELAPE FALEIRO FABIO FERREIRA CRUVINEL
ASSINANTE EXTERNO DISCENTE
CPF: 739.634.706-82 Matricula: 20171350504
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