OBTENCAO DE HIBRIDOS INTERESPECIFICOS DE PITAYAS E CONFIRMACAO
POR MEIO DE MARCADORES MOLECULARES
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Introducéo

A pitaya é uma fruta rastica, pertencente a familia Cactaceae, sendo conhecida
mundialmente como "Dragon Fruit" ou Fruta-do-Dragdo. Produz flores de antese noturna de
rara beleza, com grande potencial ornamental. De acordo com a espécie, seus frutos podem
apresentar caracteristicas diversificadas, dentre as quais podem ser citadas Hylocereus
undatus (casca vermelha de polpa branca), Hylocereus costaricensis (casca vermelha de polpa
vermelha), Selenicereus megalanthus (casca amarela com espinhos de polpa branca) e
Selenicereus setaceus (casca vermelha com espinhos de polpa banca).

Atualmente, as espécies de pitaya mais cultivadas e comercializadas no mundo sao:
Hylocereus undatus (Haw.) Britton e Rose e a Selenicereus megalanthus (K. Schum ex Vaupel)
(MIZRAHI et al., 1997; NERD et al., 2002). No Brasil € comum serem encontradas, em estagio
nativo no Cerrado e matas de transicao, espécies do género Selenicereus e Hylocereus, dentre
elas a Selenicereus setaceus (Rizz.), popularmente conhecida como pitaya-do-cerrado ou
“saborosa” (JUNQUEIRA et al., 2002).

Os frutos da espécie Hylocereus undatus sdo muito atrativos ao consumidor, de sabor
agradavel e levemente adocicado, tem como origem as regides de florestas tropicais do México
e América Central e América do Sul (MIZRAHI et al., 1997). Encontra—se distribuida pela Costa
Rica, Venezuela, Panama, Uruguai, Brasil, Colébmbia e México, sendo os dois Ultimos os
maiores produtores mundiais (CANTO, 1993).

Até 0 momento, ndo existe uma cultivar de pitaya adaptada as condi¢6es do Brasil,
embora a regido centro-norte do pais seja considerada um dos maiores centros de diversidade

de pitaya do mundo (JUNQUEIRA et al., 2007). Os principais entraves gerados pela falta de



uma cultivar brasileira acarretam em menor produtividade, maior ataque de pragas e doencas,
escassez no mercado e desuniformidade dos frutos, levando a uma redug¢ao no preco pago ao
produtor. No programa de melhoramento genético da pitaya realizado na Embrapa Cerrados,
hibridos interespecificos estdo sendo obtidos utilizando a polinizagcdo manual e natural. Os
supostos hibridos obtidos por polinizacdo natural possuem genitor feminino conhecido e
provaveis genitores masculinos. Neste trabalho, objetivou-se identificar, por meio de
marcadores moleculares RAPD, o genitor masculino de plantas de uma progénie supostamente
hibrida, obtida por meio de poliniza¢ao natural.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Embrapa
Cerrados em Planaltina, DF. Foram analisados 5 supostos hibridos (Tabela 1) e seus provaveis
genitores. Testaram-se dois genitores masculinos escolhidos em fungéo da proximidade com a
genitora feminina com antese coincidente.

A espécie Hylocereus costaricencis (genitor feminino) foi propagada via assexuada do
mesmo clone desde 2006, porém as plantas floresciam abundantemente sem vingar frutos. Em
marco de 2010, com a mudanca climatica, a floracdo da espécie Hylocereus costaricencis
coincidiu com as das espécies Hylocereus undatus e Selenicereus setaceus, favorecendo um
cruzamento natural entre as espécies.

Apb6s o amadurecimento, o fruto provindo da espécie Hylocereus costaricencis foi
coletado e as sementes semeadas em bandejas de poliestireno de 72 células contendo
substrato Plantmax®. Cladodios em estagio intermediario de maturagdo dos supostos hibridos
e provaveis genitores foram coletados e o DNA gendmico extraido utilizando o método do CTAB
com algumas modificagfes (Faleiro et al., 2003).

Amostras de DNA genbmico de cada material genético foram extraidas, e foram
utilizados 16 primers decameros: OPD (01, 05, 08 e 11), OPE (02, 11, 16 e 20), OPF (08 e 14),
OPG (05 e 18) e OPH (04, 12, 13 e 15), para a obtencédo de marcadores RAPD.

Os marcadores RAPD gerados para os supostos hibridos e os provaveis genitores foram
analisados quanto a presenca ou nado de bandas informativas para a confirmacdo da
fecundacéo cruzada. Segundo Faleiro et al. (2003), bandas informativas sdo alelos presentes
no genitor masculino e ausentes no feminino, cuja presenca nas plantas supostamente hibridas
confirmam a fecundagéo cruzada. Foram consideradas bandas informativas somente aquelas

com alta nitidez e reproducibilidade.



Resultados e Discussao

Os marcadores RAPD mostraram-se excelentes ferramentas para verificar a ocorréncia
ou ndo de fecundagéo cruzada entre as espécies de Hylocereus costaricencis, Hylocereus
undatus e Selenicereus setaceus em estudo. Segundo Faleiro et al. (2003), o uso de um ou dois
primers ou combinac¢des de primers com, pelo menos, uma banda informativa & suficiente para
confirmar ou ndo a ocorréncia da fecundagéo cruzada. Segundo Borém (1997), cada banda
informativa funciona como um gene marcador comumente utilizado pelos melhoristas.

O padrao de amplificacdo do DNA e as bandas informativas, confirmando a ocorréncia
da hibridacdo natural, s&o mostrados na Figura 1.
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FIGURA 1. Produto de amplificacdo de amostras de DNA genémico dos possiveis hibridos interespecificos

(F1?), seus genitores Hylocereus costaricencis?, Hylocereus undatusO™ e descartado o
segundo genitor masculino Selenicereus setaceusC”, obtidos com o uso dos primers decameros
OPE-11 (a) e OPF-08 (b). As setas indicam bandas informativas utilizadas para a confirmagédo
da fecundagdo cruzada.

Vale ressaltar que a confirmacdo da fecundacdo cruzada foi feita com base em varios
produtos de amplificacdo e ndo apenas como ilustrado na Figura 1. Dessa forma confirmou que
ocorreu cruzamento natural entre as espécies Hylocereus costaricencis e Hylocereus undatus
somente, ndo havendo, portanto, autofecundagéo e interferéncia de S. setaceus. Com base
nesses resultados, fica evidente a necessidade de plantios multiclonais de H. costaricensis. Por
outro lado, o plantio de pitayas oriundas de sementes de polinizagdo aberta pode representar
grandes riscos ao empreendimento devido a misturas genéticas decorrentes de cruzamentos

naturais entre espécies, reforcando a necessidade de se utilizar clones ou matrizes superiores.



Conclusao

Constatou-se a existéncia de compatibilidade genética entre as espécies Hylocereus
costaricencis e Hylocereus undatus, sendo possivel a utilizacdo das mesmas em programas de
melhoramento. Os marcadores RAPD confirmaram a espécie Hylocereus undatus como
genitora masculina da progénie hibrida e mostraram-se excelentes ferramentas para verificar a

ocorréncia ou ndo da fecundacado cruzada entre espécies de pitaya.
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