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RESUMO

MONTEIRO, Eliane Rodrigues, D. Sc. Universidade Estadual de Maringa, marco de
2013. Diversidade genética em xiquexique (Pilosocereus gounellei (Web.) Byl.
& Rowl.) utilizando marcadores SSR e AFLP. Orientador: Maria de Fatima Pires
da Silva Machado. Conselheiros: Claudete Aparecida Mangolin e Erasmo Renesto.
A espécie Pilosocereus gounellei € comum no semiarido nordestino, regido sob
dominio geoecolégico do bioma Caatinga, onde ela é popularmente conhecida
como xiquexique. O objetivo do presente trabalho foi estimar a diversidade e
similaridade genética em amostras de populacdes de P. gounellei dos estados do
Piaui, Bahia e Rio Grande do Norte, usando as técnicas de marcadores
moleculares SSR e AFLP. Para a selecdo de marcadores microssatélites, foram
avaliados 33 pares de primers microssatélites desenvolvidos para diferentes
espécies de cactaceas. Desta avaliagcdo, foram selecionados oito loci
microssatélites desenvolvidos para Astrophytum asterias, Polaskia chichipe e
Echinocactus grusonii, conferindo uma transferibilidade de 24,24% destes primers
para P. gounellei. O polimorfismo médio para as 17 amostras de P. gounellei foi de
73,05%; os loci avaliados apresentaram 18 alelos, com uma média de 3,6 alelos
por locus. As sete combinagOes de primers AFLP geraram 703 fragmentos, dos
quais 700 (99,21%) foram polimérficos entre as 21 amostras analisadas. A
porcentagem meédia de loci polimorficos entre as combinacgfes utilizadas variou de
95,3%, para a combinacdo E-AAG/M-CTT, a 100% para as combinagcbes E-
ACC/M-CAT, E-ACC/M-CAA, EAGC/M-CAG, E-ACT/M-CTA, E-ACT/M-CTA e E-
AGG/M-CTG. O maior numero de loci informativos (126) foi detectado com a
combinacdo E-AAC/M-CTA, enquanto a combinacdo E-AAG/M-CTT revelou o
menor numero de bandas informativas (48). O baixo valor do GsT (0,1353) e 0 alto
valor de fluxo génico (3,1968) indicam que a diferenciagdo génica dentro das
populac6es dos trés estados € maior do que entre as populacdes dos trés Estados.
No dendrograma baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard, as amostras
foram distribuidas em dois grupos. O estudo demonstrou que as técnicas SSR e
AFLP podem ser aplicadas para estimar a diversidade genética e verificar como as

populac6es da referida espécie estdo geneticamente estruturadas.

Palavras-chave: Cactaceae, polimorfismo, marcadores moleculares,

transferibilidade.
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ABSTRACT

MONTEIRO, Eliane Rodrigues, D. Sc. Universidade Estadual de Maringa, Marth,
2013. Genetic diversity in samples of xiquexique (Pilosocereus gounellei
(Web) Byl. & Rowl.) using AFLP and SSR markers. Adviser: Maria de Fatima
Pires da Silva Machado. Commitee Members: Claudete Aparecida Mangolin,
Erasmo Renesto.

Pilosocereus gounellei is common in Semiarid region, which is under the dominion
geoecologico Caatinga biome, where it is popularly known as xiquexique. The
objective of the present study was to evaluate the genetic diversity and similarity at
the DNA level of P. gounellei among samples from the Piaui, Bahia e Rio Grande
do Norte States. For the characterization of microsatellite markers were assessed
33 pairs of microsatellite primers developed for different species of cactaceae. Five
pairs of microsatellite primers developed for Astrophytum asterias, Polaskia
chichipe and Echinocactus grusonii, were selected resulting a 24.24% transferability
of these primers for P. gounellei. The polymorphism to average of samples of P.
gounellei was 73.05%, the evaluated loci showed 18 alleles, with an average of 3.6
alleles per locus. Seven primer pairs used amplified 703 AFLP markers, of which
700 (99.21%) were polymorphic. The percentage of polymorphic fragments ranged
from 95.3% for the primer combination E-AAG/M-CTT to 100% for E-ACC/M-CAT,
E-ACC/M-CAA, EAGC/M-CAG, E-ACT/M-CTA, E-ACT/M-CTA e E-AGG/M-CTG.
The largest number of informative markers (126) was detected using the primer
combination E-AAC/M-CTA, while the E-AAG/M-CTT combination revealed the
lowest number of polymorphic fragments (48). Nei's gene diversity was 0.3064. The
low value of GST (0.1353) and high amount of gene flow (3.1968) indicate that the
genetic differentiation within populations of the three states is higher than among
the populations of the three states. In the dendrogram based on the Jaccard
similarity coefficient, the samples were divided into two groups. Our results
demonstrated that AFLP markers were efficient to genetic characterization in the
samples P. gounellei. SSR and AFLP techniques can be applied to estimate the

genetic diversity and genetic structure this species.

Key words: Cactaceae, polymorphism, molecular markets, transferability, genetic
diversity.

XVi



1. INTRODUCAO GERAL

Os cactos sao considerados um dos grupos de planta ecologicamente
dominantes em terras aridas e semiaridas no novo mundo (Figueredo et al., 2010). A
distribuicdo dos cactos vai desde o Canada ao extremo sul da América do Sul
(Anderson, 2001), sendo o México o centro global de diversidade para a familia
Cactaceae (Prado et al., 2010). Os cactos podem ser encontrados em habitats que
variam de exuberantes florestas tropicais a desertos extremamente secos. Essa
ampla diversidade de habitats resultou em muitas formas e tamanhos dessas
plantas, que se apresentam muito belos, ou no minimo notaveis, aos olhos
humanos. Embora alguns cactos de deserto parecam estar mortos, suas flores sao
guase sempre muito bonitas (Anderson, 2001). As espécies adaptadas a condi¢cdes
de deserto tornam-se um recurso muito importante hum ambiente quente, propenso
a seca (Prado et al., 2010).

Na regido semiarida do Nordeste brasileiro ocorrem diversas cactaceas de
grande importancia para a fauna e flora regional. Em determinadas localidades
dessa regido, as cactaceas nativas tém sido utilizadas, nos periodos de secas
prolongadas, como um dos principais suportes forrageiros dos ruminantes (Silva et
al., 2005). Entre elas, esta o xiquexique [Pilosocereus gounellei (Web.) Byl. & Rowl.
(Byles; Rowley, 1957)]. Esta cactacea aparece desde o Maranhdo até a Babhia,
sendo encontrada em solos areno-pedregosos e afloramentos rochosos (Rocha e
Agra, 2002). Sua distribuicdo ocorre principalmente nos estados do Ceara, Rio
Grande do Norte e Bahia (Silva et al., 2005).

A utilizacdo do xiquexique € dificultada pela grande quantidade de espinhos
gue ele possui, mas os agricultores recorrem ao mesmo para alimentar os animais
guando ndo encontram o mandacaru (Cereus jamacaru), a macambira (Bromelia
lacimiosa) e a coroa-de-frade (Melocactus sp.) (Cavalcanti e Resende, 2007). Para
gue o xiquexique seja oferecido aos animais, € necessario o corte da planta, a
gueima dos espinhos e a trituracdo do material forrageiro (Lima, 1998). Contudo,
esta forma tradicional de eliminagéo dos espinhos, que é a utilizacdo de fogueira na
Caatinga, € desaconselhavel. Por isso, nos ultimos anos, 0s pecuaristas adotaram
novos métodos de queima dos espinhos das cactaceas, entre eles, o lanca-chamas
a gas butano (Silva et al., 2010b).



Considerando esta realidade, fica evidente que a retirada dos espinhos seria
0 objetivo em um programa de melhoramento genético do xiquexique. No entanto, €
preciso pensar primeiro na conservacdo da espécie e na consequéncia que a
retirada dos espinhos poderia ter para a mesma. E preciso analisar se ha
diversidade genética, qual o nivel dessa diversidade e desenvolver estratégias de
conservagao, para que, a partir disso, possa ser criado um programa de
melhoramento genético para a espécie.

A esse respeito, verificou-se que a diversidade genética tem sido examinada
em algumas espécies de Cactaceas, tais como: Melocactus curvipinus (Nassar et al.,
2001), Pereskia guamacho (Nassar et al., 2002), Polaskia chichipe (Otero-Arnaiz et
al., 2005), Pilosocereus tillianus (Figueredo et al., 2010), Astrophytum asterias (Terry
et al., 2006) e Cereus peruvianus (Sala et al., 2011). Esses estudos mostram alta
variabilidade genética, mesmo quando as espécies tém uma distribuicdo restrita
(Figueredo et al., 2010).

Ferramentas moleculares, como os marcadores microssatélites, vém sendo
desenvolvidas em varias espécies de cactaceas e, para um numero ainda restrito de
espécies, tem-se utilizado a técnica AFLP. Os marcadores microssatélites sao
confiaveis, codominantes, multialélicos, altamente informativos e bem estabelecidos
para a analise genética em vegetais (Parida et al., 2006). O AFLP é capaz de
detectar um grande nimero de bandas polimérficas em uma Unica coluna, em vez
de niveis elevados de polimorfismo em cada locus, como é o caso do método SSR
(Garcia et al., 2004). No entanto, devido a sua natureza amplamente dominante, 0s
marcadores AFLP ndo competem com marcadores microssatélites (Mueller e
Wolfenbarger, 1999).

Embora o xiquexique seja uma planta adaptada as condi¢cdes do semiarido
nordestino e um recurso alimentar importante no periodo da seca, ainda nao foram
encontradas pesquisas que tratem da estimativa de parametros genéticos para essa
espécie. Por esse motivo, 0 presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
estimar a diversidade genética em plantulas de amostras de populacdes
provenientes dos estados da Bahia, Piaui e Rio Grande do Norte, por meio da
transferéncia de primers microssatélites desenvolvidos para cactaceas e do uso da
técnica AFLP.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cactaceas

A familia Cactaceae conta com 124 géneros e aproximadamente 1.440
espécies (hunt et al., 2006). E originaria do Continente Americano, sendo o México o
pais que apresenta maior riqueza destas plantas, com 913 taxons, dos quais 80%
sdo endémicos do Pais (Sierra, 2011). Uma excecdo € o cacto epifitico Rhipsalis
baccifera, o qual também ocorre na Africa tropical, Madagascar, em ilhas do Oceano
indico e no Sri Lanka, tendo quase certamente sido disperso do novo mundo para
estas areas por passaros (Anderson, 2001). A maioria das espécies de cactos sédo
diploides (2n =2x=22), mas podem ser encontradas espécies poliploides (2 n > 22),
s6 que em menor proporcao - menos de 20% (Anderson, 2001).

As cactaceas sdo algumas vezes confudidas com outras suculentas por
apresentar caules largos, sem folhas, de longa vida, suculentos, de diferentes
formas e tamanhos, sobre os quais sdo sustentados os espinhos. A familia
Cactaceae é também caracterizada por possuir grande niumero de alcaloides, conter
pigmentos e mucilagem e ter capacidade de absorver muito rapidamente a agua da
chuva (Anderson, 2001). Todos os cactos tém uma Unica estrutura, como uma
“almofada” em seus caules e ramos, chamada aréola. Cada aréola tem dois pontos
de crescimento, ou brotos. O broto de baixo geralmente produz espinhos e o de cima
produz novos ramos ou flores. Os cactos s8o perenes: requerem mais de uma
estacdo para amadurecer e ndo morrem apés o florescimento. De maneira geral,
eles tém flores em formato de roda ou funil, com um ndmero indefinido de sépalas e
pétalas, e o ovario ou fruto é sempre formado abaixo da flor. O fruto é uma baga
com as sementes dispersas no seu interior (Chidamian, 1984).

Os cactos se distinguem da maioria das plantas verdes por possuirem
caracteristicas que permitem o uso da agua de maneira muito eficiente (eficiéncia 5
a 10 vezes maior que as plantas de cultivo convencional), apresenando, assim,
baixo requerimento hidrico (Mizrahi e Nerd, 1999), o que torna possivel o seu
desenvolvimento em ambientes com caréncia de agua. Esta capacidade se deve a
forma especial de fotossintese realizada por esta familia, 0 metabolismo acido das
crassulaceas (CAM), com o qual se visa economizar agua, uma vez que OS

estbmatos abrem-se a noite e capturam o didéxido de carbono quando a transpiracéo
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€ baixa (Sierra, 2011; Nobel e Bobish, 2002). A transpiracdo reduzida é garantida
por cuticulas espessas, revestimento ceroso e células epidérmicas com paredes
lignificadas(Rizzini,1987), que sdo estruturas especializadas e relacionadas com os
mecanismos de adaptacao (Whistter, 1963; Mark, 1979; Martindale, 1979; Turbak,
1979; Scheinvar, 1985). A cuticula hidrofobica, que se forma sobre a parede externa
de células epidérmicas (e frequentemente sobre a parede interna), contém cutina,
uma mistura de acidos graxos que se polimeriza ao contato com oxigénio. A cuticula
€ geralmente lisa, mas em, alguns cactos, apresenta-se aspera e grossa (Salgado e
Mauseth, 2002).

Na regido semiarida do Nordeste brasileiro ocorrem diversas cactaceas de
grande importancia para fauna e flora regional. Estas espécies de cactos tém uma
distribuicdo relativamente homogéna (Moraes et al., 2005). Entre estas espécies,
destacam-se o mandacaru (Cereus jamacaru P. DC.), o facheiro (Pilosocereus
pachycladus Ritter), o xiquexique (Pilosocereus gounellei (Web.) Byl. & Rowl.) e o
coroa-de-frade (Melocactus bahiensis Britton & Rose) (Cavalcanti e Resende, 2007).
Em termos de importancia, o terceiro centro de diversidade da familia Cactaceae
situa-se nas regides Nordeste e Sudeste (excluindo o sul do Rio de Janeiro e o
estado de S&o Paulo), uma regido ampla, mas separada das outras areas de
diversidade da familia devido a extensas areas ecologicamente inadequadas para o
estabelecimento da maioria dos membros das cactaceas, primariamente distribuidas
em zonas aridas (Taylor e Zappi, 2004)

Os cactos tém sido explorados desde os tempos pré-colombianos. Muitos
cactos tém frutos que sédo consumidos crus, cozidos ou fermentados em bebidas
alcoolicas. Os caules de alguns cactos sdo cozidos como verdura, usados como
uma fonte de agua de emergéncia, ou como alimento para animais domésticos em
forma de forragem. Caules lenhosos e secos de alguns grandes cactos colunares
sao recolhidos para material de construcdo ou lenha. Algumas espécies produzem
substancias de interesse farmacéutico ou industrial, enquanto outras séo utilizadas
para induzir alucinacdes visuais com propésitos religiosos ou de recreacdo. Os
cactos sao valorizados por suas diversas formas e lindas flores e sdo cultivados em
todo o mundo como plantas ornamentais (Boyle e Anderson, 2002).

Diversos em forma e tamanho, os cactos tém sido também de grande
importdncia para humanos que vivem em regides aridas ou semiaridas do

Hemisfério Ocidental. Alguns cactos, como o cacto Sdo Pedro, Echinopsis pachanoi,
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e 0 peyote, Lophophora williamsii, ttm sido venerados por nativos americanos ha
milhares de anos (Anderson, 2001). Ja os cladddios jovens e tenros, de espécies
como Opuntia ficus-indica, O. robusta, ou Nopalea spp., sdo consumidos
principalmente pelos mexicanos. Outro importante uso de caules de Opuntia é a
producdo de &cido carminico, um corante natural desenvolvido pelo povo indigena
pré-colonial do México. Esse corante € produzido por um inseto conhecido como
cochonilha, um parasita que infesta varias espécies de cactos pertencentes a dois
géneros proximamente relacionados, o Opuntia e o Nopalea (Séaenz-Hernandez et
al., 2002).

As cactaceas também se destacam por sua importancia cultural. O
xiguexique, o0 mandacaru e a palmatoria (respectivamente P. gounellei, C. jamacaru
e Tacinga palmadora), frequentemente, aparecem nos cartazes de restaurantes e
bares do Nordeste do Brasil, onde representam parte do folclore e inclusive do nome
de diversas vilas e cidades (Silva et al., 2011c).

Sob o aspecto da conservacao, recentemente, o Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade, com base na Portaria MMA/ICMBIo n°® 316/2009,
coordenou, em parceria com varias instituicdes, uma estratégia para a conservacao
das cactaceas: o Plano de Acdo Nacional para Conservacdo de Cactaceas (PAN)
Cactaceas. O Plano abrange os biomas Cerrado, Pampa, Pantanal, Caatinga, Mata
Atlantica e Amazonia em 15 estados: Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul,
Rio de Janeiro, parte de Minas Gerais, Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Bahia, Ceara, Maranhéo, Piaui, parte de Rondénia e Amazonas. Contempla
28 taxons relacionados na lista oficial da flora ameacada de extincdo e outras com
dados insuficientes. (Silva et al., 2011c). Os autores constataram que a diversidade
de cactos nos estados situados ao norte do rio Sao Francisco (Pl, CE e RN) é pouco
conhecida. Nesses estados, prospeccdes e coletas adicionais previstas pelo PAN
Cactaceas sao de grande importancia para melhor entendimento da ocorréncia e
distribuicdo das cactaceas — especialmente no que diz respeito a tAxons ameacados
ou com status de conservagao incerto.

Na Embrapa Agroindastria Tropical estabeleceu-se a conservacao in vitro
das seguintes espécies nativas: Cereus jamacaru, Pilosocereus gounellei,
Pilosocereus pachycladus, Harrisia adscendens, Tacinga sp., Brasiliopuntia

brasiliensis, Melocactus zehntneri e Pilosocereus chrysostele. A instituicdo mantém a



colecdo de germoplasma de cactaceas e a estratégia de conservacdo in vitro €

complementar a conservacéao in vivo (Silva et al., 2011c).

2.2. Xiquexique

A espécie P. gounellei € endémica do Nordeste do Brasil, ocorrendo desde o
Maranhdo até a Bahia, com ampla distribuicdo na Caatinga, sendo encontrada em
solos areno-pedregosos e afloramentos rochosos (Rocha e Agra, 2002). E resistente
a altas temperaturas e a baixa precipitacdo pluviométrica. Sua distribuicdo ocorre
principalmente nas areas mais secas da regido semiarida nordestina (Silva et al.,
2004).

O xiquexique também recebe o nome de alastrado, em determinadas
localidades do semiarido nordestino (Andrade-Lima,1989), e de sodoro na
Mesorregido Central Potiguar do Rio Grande do Norte (Silva et al., 2011). Ele € um
cacto colunar de porte baixo, que rebrota bem préximo a base, de 0,5 a 1,0 m do
solo.

A espécie caracteriza-se como arbusto de 0,8 m a 1,5 m de altura (Rocha e
Agra (2002), podendo chegar a 3,75 m (Cavalcanti e Resende, 2007). Os cladodios
sédo multiarticulados em ramificagdes candelabriformes, decumbentes (Figuras 1, 2 e
3). Os articulos sao cilindricos, angulosos, de 50 a 70 cm de comprimento, e com 9 a
11 costelas. Possui aréolas armadas, distanciadas entre si de 1 a 1,5 cm. Os
espinhos sao rigidos, aciculares, cinzentos ou esverdeados, em niumero e tamanho
diferentes: 12 -15 radiais, com 1 a 3 cm de comprimento; 1-5 centrais e comprimento
variando de 3 a 6 cm. Suas flores sdo noturnas, com antese as cinco horas da
tarde, sendo visitadas por mariposas de fevereiro a setembro. As flores tém de 6 a 8
cm de comprimento e sdo isoladas, sésseis, inseridas nas areolas, protegidas por
tricomas sedosos, cinéreos. O perianto é infundibuliforme, alvoesverdeado e tubo
com 3 cm — 6 cm de comprimento. Os filetes séo curtos, inseridos no perianto e as
anteras subglobosas. O pericarpelo possui de 0,6 a 1 cm comprimento e apresenta-
se no formato ovéide (Figura 4). Os frutos sdo uma baga de 3 a6 cm x 4 a 6 cm,
suculenta, subglobosa, deiscente lateralmente e possui epicarpo glabro, purpureo. A
polpa funicular € mucilaginosa, purpurea, sendo produzida de margco a outubro. As
sementes (Figura 5) possuem cerca de 2 mm de comprimento e apresentam-se

obovodides a cordiformes, expostas no fruto maduro (Rocha e Agra, 2002).



Figura 1 - Plantas de xiquexique (Pilosocereus gounellei) em Teresina (Pl). Foto:
Gleice Orasmo.
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Figura 2 — Plantas de xiquexique (Pilosocereus gounellei) na localidade Queimada
Nova (BA). Foto: José Ribeiro Neto.



Figura 3 — Plantas de xiquexigue (Pilosocereus gounellei) no municipio de Cruzeta
(RN). Foto: José Geraldo Medeiros da Silva (EMPARN).

Figura 4 - Flor de xiquexique (Pilosocereus gounellei). Fonte:
http://www.flickr.com/photos/ ncmandre/5707292538/in/photostream/. Foto: Andre
Cagol.



Figura 5 - Vista externa do fruto de Pilosocereus gounellei (xiquexique), imaturo (a);
maduro (b), e aspecto interno (c), Barra = 10 mm. Fonte: Abud et al. (2012).

2.2.1. Xiquexique como valor forrageiro

Em épocas de seca, a falta de alimentos, associada a auséncia de tradicdo na
utilizacdo de praticas de conservacdo de forragem, torna os produtores rurais
extremamente dependentes do mercado de ragBes concentradas. Contudo, a
utilizacao das cactaceas nativas, como o xiquexique e o0 mandacaru, associadas aos
fenos de espécies forrageiras orindas da Caatinga como parte da dieta animal, pode
representar opcdes de estratégias alimentares para reduzir os custos de producéo
em periodos de seca prolongadas. Portanto, pela importancia que tais cactaceas
possuem, € necessario que haja um manejo conservacionista e sustentavel dessas
espécies, bem como a implantacao de areas cultivadas (Silva et al., 2011a).

Em relagdo ao xiquexique, Silva et al.,(2004) afirmaram que a colheita das
plantas é feita manualmente pela retirada das brotacfes laterais, utilizando-se o
facdo e gancho proprio, tendo-se o cuidado de preservar o caule principal.
Posteriormente, o material colhido é transportado (Figura 6a) até o local de
fornecimento aos animais, onde serdo queimados o0s espinhos por intermédio do
lanca-chamas a gas butano (Figura 6b). Esse processo podera ocorrer de forma
inversa, ou seja, a queima dos espinhos apdés a colheita e depois o0 transporte.
Transcorridas 12 horas da queima dos espinhos, tritura-se o material colhido em
maquina forrageira e fornecem-se aos animais. Em fungdo da suculéncia do
material, € recomendavel associa-lo a outros alimentos ricos em fibra e proteina,

como silagem e concentrados (Silva et al., 2004).



Figura 6 - Preparo do xiquexique para fornecimento aos animais (a), transporte do
material colhido; (b) queima dos espinhos por intermédio do lanca-chamas a gas
butano (Silva et al., 2004).

Outro modo de preparo do xiquexique foi mencionado no estudo realizado por
Lucena et al.(2012), nas comunidades rurais de Besouro e Barroquinha, no
municipio de Lagoa (Paraiba), no qual observou-se que a planta inteira é queimada
e usada para alimentar animais, ou seu fruto é consumido em fresco pelos passaros.

Sobre a utilizacdo do xiquexique por vacas leiteiras, foi realizada uma
pesquisa por Silva et al. (2005), na qual o desempenho de vacas da raca Pardo-
suica em lactacdo e a digestibilidade aparente de dietas contendo niveis de 0%
12,5%; 25%; 37,5% e 50% de xiquexique (Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K.
Schum.) Bly. ex Rowl.), em substituicdo a silagem de sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench), foi avaliado utilizando-se cinco vacas com peso vivo (PV) médio de 520 kg
e producdo média diaria de 15 kg de leite. Os valores de consumo de matéria seca
(kg/vacal/dia), consumo de NDT (kg/dia), producao de leite (kg/dia) e teor de gordura
do leite (%) encontram-se na Quadro 1. N&o houve efeito da incluséo de xiquexique
na dieta sobre a producao (média de 14,80 kg/dia), a composi¢cao quimica do leite e
eficiéncia alimentar (kg de leite produzido/kg de MS consumida (Silva et al., 2005).

Em ovinos, Silva et al. (2010b) objetivaram avaliar os efeitos da utilizacao das
cactaceas nativas mandacaru e xiquexique associadas aos fenos de sabia (Mimosa
caesalpiniifolia Benth.) e flor de seda (Calotropis procera (Ait.) R.Br.) sobre o
consumo de nutrientes, ganho de peso e conversdo alimentar de ovinos em
confinamento. Vinte ovinos machos da raca Morada Nova, com média de peso inicial

de 15,40 + 2,66 kg, foram castrados e distribuidos em blocos casualizados, com
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quatro tratamentos e cinco repeticbes. Os tratamentos experimentais froam
estabelecidos com base na matéria seca a 30% de cactacea + 30% de feno + 40%
de concentrado, sendo: T1- xiquexique + feno de sabia; T2- xiquexique + feno de flor
de seda; T3- mandacaru + feno de sabia e T4- mandacaru + feno de flor de seda. O
concentrado a cada tratamento foi representado por 100% de vagens de algarobeira
(Prosopis juliflora (Sw) DC). O consumo de matéria seca e consumo de NDT néo
diferiram (P> 0,05) entre as dietas experimentais. Apesar do consumo de MS nao
ter diferido entre os tratamentos, a dieta com xiquexique e feno de sabia promoveu
menor consumo de agua, pelo maior conteddo de agua contida no xiquexique,
enquanto a dieta com mandacaru e feno de flor de seda promoveu maior consumo,
devido ao menor contetdo de agua contida no mandacaru. O consumo de NDT néo
apresentou diferenca (P>0,05) entre as dietas experimentais, refletindo o mesmo
comportamento verificado para ingestdao de MS. O ganho de peso dos animais em
g/dia também ndo diferiu (P>0,05) e a conversdo alimentar (CA) apresentou
diferenca (P<0,05) entre as dietas experimentais, sendo a CA mais eficiente para a
dieta com xiguexique e feno de flor de seda, com 6,01 (Quadro 1).

Em cabras da raca Saanen, foi avaliada por Silva et al. (2011a) a utilizacao de
mandacaru e xiquexique associados aos fenos de flor de seda e sabid sobre o
consumo de nutrientes, producdo e caracteristicas quimicas do leite. Oito cabras
primiparas, com média de peso inicial de 43,40 kg, foram distribuidas em dois
guadrados latinos (4x4), cujos tratamentos experimentais corresponderam com base
na matéria seca a 30% de cactacea + 30% de feno + 40% de concentrado, sendo:
xiquexique + feno de flor de seda; xiquexique + feno de sabi4; mandacaru + feno de
flor de seda e mandacaru + feno de sabia. O concentrado foi constituido de 57,5%
de algaroba, 37,5% de farelo de soja e 5% de mistura mineral. Houve diferenca
(P<0,05) em CMS e CNDT (Quadro 1). Ambos os consumos foram maiores nas
dietas que tinham em suas associacdes o feno de sabia. Nao houve diferenca na
producédo de leite e na composi¢cao quimica do leite (Quadro 1).

Foi avaliado o efeito da utilizacdo do xiquexique sobre o ganho de peso de
12 caprinos, no periodo de agosto a novembro de 2005. Os animais consumiram
uma meédia de 351,13 kg de fitomassa de xiquexique no periodo. O consumo diario
de xiquexique foi de 6,63 kg/dia. Os animais do tratamento 1, que receberam
suplementacao de xiquexique diariamente apds o periodo de pastoreio na Caatinga,

apresentaram ganho de peso com meédia de 4,93 kg no periodo. Os animais do
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tratamento 2, que receberam apenas oferta de xiquexique, tiveram perda de peso,
em média, de -3,72 kg, confirmando que este suplemento ndo atende a todas as
necessidades energéticas e protéicas dos animais. Os animais do tratamento 3, que
nao receberam nenhuma suplementacdo e permaneceram em pastoreio na
Caatinga, apresentaram um porcentual maior de perda de peso em relagdo aos
animais dos demais tratamentos, com uma média de -6,23% em relacdo ao peso

vivo inicial (Cavalcanti e Resende, 2007).

Quadro 1 - Desempenho de bovinos, ovinos e caprinos arragoados com diferentes
associacfes de xiquexigue e silagem de sorgo e fenos

Nivel de xiquexique (%)
Vacas leiteiras

Iltem 0 12,5 25 37,5 50
Consumo de MS (kg/vaca/dia) 15,20 15,14 15,67 14,89 15,18
Consumo de NDT (kg/dia) 10,49 9,80 9,51 8,81 9,40
PL (kg/dia) 14,34 14,80 15,26 14,89 14,72
G% 3,59 3,63 3,09 3,13 3,18
Item Ovinos

Feno de sabia Feno de flor de seda
CMS (g/kg0.75) 66,44 63,42
CNDT(g/kg0.75) 44,12 43,29
GP (g/dia) 84,52 95,71
CA (g MS/g GP) 7,25ab 6,01b
Item Cabras

Feno de sabia Feno de flor de seda
CMS (g/kg0.75) 110,44a 69,75b
CNDT(g/kg0.75) 70,05a 46,33b
PL (g/dia) 1385,25 1268,92
G% 2,93 2,78

2P Médias seguidas de letras distintas na linha diferem (P10,05) entre si pelo teste Tukey. MS - matéria seca;
NDT - nutrientes digestiveis totais; PL- producdo de leite; G% - teor de gordura do leite; CMS - consumo de
matéria seca em gramas por unidade de tamanho metabdlico; CNDT - Consumo de nutrientes digestiveis totais
em gramas por unidade de tamanho metabdlico; GP - ganho de peso; CA -conversao alimentar.

Dados adaptados de Silva et al. (2005), Silva et al. (2010b) e Silva et al. (2011a)

Os experimentos relacionados a utilizacdo do xiquexique na alimentacao de
novilhas foram desenvolvidos por Silva et al. (2004) e Silva et al. (2010a). Na
EMPARN, no Seridd, foi avaliado o potencial forrageiro de misturas de cardeiro e
xiguexique com silagem de sorgo forrageiro (50% / 50% e até 75% de participacéo
dos cactos). Os melhores desempenhos (0,716 e 0,695 kg/ dia) foram observados
para as misturas cardeiro/silagem, seguidas do xiquexique/silagem (0,514 e 0,505
kg/dia) e da silagem exclusiva (0,391 kg/dia). Todos 0s animais receberam uma

12



suplementacdo concentrada diaria de 1,6 kg (Silva et al.,, 2004). A pesquisa
conduzida na Estacdo Experimental de Cruzeta-RN, pertencente a EMPARN, teve
como objetivo verificar os efeitos das cactaceas nativas mandacaru e xiquexique
associadas a silagem de sorgo e 1,7 kg/dia de concentrado sobre o ganho de peso
de novilhas das racas Pardo-suica, Guzera e Gir, com peso meédio inicial de 222,00
+ 43,08 kg, sob confinamento, durante 83 dias. Os tratamentos foram testados em
um delineamento experimental inteiramente casualizado, com duas repeticbes e
tiveram a seguinte composicdo: T1= silagem de sorgo (SS) (100%); T2= silagem de
sorgo (50%) + xiquexique (XX) (50%); T3= silagem de sorgo (50%) + mandacaru
(MA) (50%); T4= silagem de sorgo (25%) + xiquexique (75%) e T5= silagem de
sorgo (25%) + mandacaru (75%). Foram observadas diferencas significativas
(P<0,05) entre racas e tratamentos para alguns dos parametros estudados. O
consumo médio da matéria seca (CMS) situou-se entre 4,21 e 5,54 kg/cab/dia para
os tratamentos T1= (SS/100%) e T4= (SS/25% + XX/75%) respectivamente. O
ganho de peso médio diario oscilou entre 283,0 g/cabeca para a raca Gir, no
tratamento T1, e 813,5 g/cabeca para a raca Pardo-suica, no tratamento T5=
(SS/25% + MA/75%) (Silva et al., 2010Db).

2.2.2. Xiguexique como reserva ecoldgica

O xiguexigue desenvolve-se muito bem nas areas mais secas da regiao
semiarida; cresce em solos rasos, em cima de rochas e se multiplica regularmente,
cobrindo extensas areas (Gomes, 1977). Esta planta tem apresentado um bom
desevolvimento em areas de solos degradados e de irregularidades na distribuicéo
das chuvas. Assim, pode-se considerar que 0 xiquexique, como outras cactaceas do
semiarido € uma opc¢ao para 0 repovoamento de areas onde ndo mais € possivel o
cultivo de lavouras tradicionais, como o milho, o feijao etc. (Cavalcante, 2007).

Resultados de pesquisas realizadas pela EMPARN no Campo Experimental
e de Producéo de Cruzeta/RN, com plantio do xiquexique por estaquia com idade de
6,5 anos, apresentaram, no espacamento 1,5 x 1,0 m, uma produtividade média de
5.250 kg de forragem verde e 1.008 kg de matéria seca e, no espacamento 1,0 x
1,0m, a produtividade foi de 5.900 kg de forragem verde e 1.120 kg de matéria seca
por hectare (Silva et al., 2004). Outra pesquisa foi conduzida por Silva et al. (2011),

na Estacdo Experimental de Cruzeta, teve como objetivo avaliar a producao de
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matéria seca e caracteristicas morfoldgicas do xiquexique em condi¢es cultivadas
com cinco densidades populacionais: 2.000, 4.000, 6.667, 8.333 e 10.000
plantas/ha. O plantio foi por estaquia no sentido vertical. O delineamento
experimental foi em blocos casualizados, com cinco densidades populacionais e
quatro repeti¢cdes. O indice de sobrevivéncia (SOB) diminuiu linearmente (P<0,01)
com as maiores densidades de plantas, atingindo 95,85% para a menor e 80,00%
para a maior. O numero de brotos basais e axilares aumentou linearmente (P<0,01)
com as maiores densidades de plantas, variando de 1.416 para 8.083 brotos basais
e 4.250 para 14.500 brotos axilares. O comprimento do caule principal (CCP)
diminuiu linearmente (P<0,05), com as maiores densidades de plantas sendo de
51,20cm para 40,55cm (CCP). A producdo de matéria seca (PMS) aumentou
linearmente (P<0,01) nas maiores densidades populacionais, produzindo
424,48kg/MS/ha para a menor densidade e 1.120,57kg/MS/ha para a maior
densidade, durante 6,5 anos. O aumento de plantas de xiquexique por unidade de
area influenciou positivamente nas brotacdes e na producdo de matéria seca por
hectare, indicando a possibilidade do cultivo por estaquia como bancos de reservas
ecoldgicas e forrageiras.

No que se refere a conservacdo da espécie P. gounellei, a categoria da
IUCN (Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza) na qual ela esta
inserida, de acordo com Hunt et al., (2006), é “fora de perigo” de extingdo. No
entanto, h4 uma preocupacdo em relagdo ao manejo sustentavel dessa espécie,
pois, segundo Lucena et al. (2012), para forrageio, a planta inteira € queimada e
usada para alimentar animais no periodo de seca. Cavalcanti e Resende (2007)
relataram que ha uma grande dificuldade de utilizacdo do xiquexique em funcéo da
presenca de inumeros espinhos. Nos ultimos anos, os pecuaristas vém adotando um
novo sistema de queima dos espinhos das cactaceas nativas, o langca-chamas a gas
butano (Silva et al., 2005). Diante de tal situacéo, fica claro que o grande desafio da
pecuaria no semiarido € utilizar os recursos da Caatinga preservando sua
sustentabilidade (Andrade et al., 2010).

O cultivo de lavouras xerofilas, segundo Andrade et al. (2010), pode garantir
um aumento da disponibilidade de forragem nas épocas secas do ano,
principalmente na forma de forragem conservada como feno e silagem. Sobre o
processo de fenacdo, ele tem permitido o melhor aproveitamento de espécies

forrageiras com técnicas e manejos sustentaveis. Entre as espécies arbustivas da
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Caatinga utilizadas para producédo de feno, a flor de seda e o sabia proporcionam
fenos de bom valor nutritivo, além de serem espécies tolerantes a seca (Silva et al.,
2010a).

2.2.3. Xiquexique para outras finalidades

As polpas de xiquexique tém natureza ligeiramente acida e apresentam
diferencas de composicdo consideraveis conforme sejam provenientes do talo
central ou do cilindro vascular. As polpas provenientes do talo central sdo mais
adequadas para a producéo de farinhas e as polpas de origem vascular sdo mais
apropriadas para a elaboracdo de produtos com alto teor de agua (Almeida et al.,
2007).

Diversos usos do xiquexique foram observados por Lucena et al. (2012) nas
comunidades rurais de Besouro e Barroquinha, no municipio de Lagoa (Paraiba). A
planta tem o miolo (medula) cozido ou o fruto consumido em fresco, na alimentagéo
humana. Para uso medicinal, o miolo é colocado de molho na agua para tratar
enfermidades, como a gastrite. Na categoria tecnologia, o espinho € usado como
agulha na confeccéo de renda de almofada. Outra utilidade dos frutos do xiquexique
€ o elevado consumo por animais silvestres, principalmente o0s passaros
(Cavalcante, 2007).

2.3. Marcadores moleculares em plantas

7

O conceito de marcadores genéticos ndo € novo. Gregor Mendel usou
marcadores genéticos baseados em fendtipo em experimento no século XIX. Mais
tarde, os marcadores genéticos baseados em fenoétipo para Drosophila levaram ao
estabelecimento da teoria de ligacdo génica. Devido as limitagcbes de fendtipo
oriundas dos marcadores genéticos, foram desenvolvidos marcadores mais gerais e
Uteis, baseados diretamente no DNA, que se tornaram conhecidos como marcadores
moleculares (Agarwal et al., 2008). Dessa forma, de acordo com Semagn et al.
(2006), os marcadores genéticos ficam divididos em trés classes amplas:
marcadores morfologicos e agrondmicos (baseados em caracteristicas visualmente
avaliaveis), marcadores bioquimicos (baseadas no produto do gene), e marcadores

moleculares (dependentes de um ensaio de DNA).
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Em relacdo aos marcadores moleculares, estes sdo definidos por Agarwal et
al. (2008) como sendo segmentos particulares de DNA, representativos das
diferencas de genoma. Os autores mencionaram que marcadores moleculares
podem ou ndo se correlacionar com a expressdo fenotipica da caracteristica e
oferecem numerosas vantagens sobre alternativas convencionais baseadas em
fenotipo. Como eles sdo estaveis e detectdveis em todos os tecidos,
independentemente de crescimento, diferenciacdo, desenvolvimento ou estado de
defesa da célula, ndo sdo influenciados pelo ambiente, efeitos pleiotrépicos e
epistéaticos (Semagn et al., 2006).

A andlise genética de populacdes de plantas e de animais para estudos
taxondémicos, evolutivos e ecoldgicos é bastante beneficiada pelo desenvolvimento
de vérias técnicas de marcadores moleculares (Agarwal et al., 2008; Castillo et al.,
2008). Algumas Técnicas, como DNA barcoding, RAPD (random amplified
polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length polymorphism), SSR (simple
sequence repeats) e SNP (single nucleotide polymorphisms), tém sido usadas
recentemente para estudo de diversidade em plantas. Cada técnica apresenta
vantagens e limitacdes, difere em relacdo ao poder de resolucéo, aos tipos de dados
que geram e aplicabilidade em niveis taxondmicos particulares (Arif et al., 2010). O
desenvolvimento e uso de marcadores moleculares para a deteccao e exploracéo de
polimorfismo de DNA € um dos mais significantes desenvolvimentos no campo de
genética molecular (Semagn et al., 2006).

Os marcadores RAPD, AFLP e ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) sao
faceis de serem desenvolvidos em grandes quantidades, sem a dificil etapa de
construir uma biblioteca gendmica, e geralmente produzem polimorfismo para
diferenciar individuos dentro de popula¢cdes. Esses marcadores sdo dominantes, ou
seja, ndo diferenciam heterozigotos em espécies diploides. Como ndo ha regra
aparente, uma boa estratégia para decidir pela constru¢cdo ou ndo de uma biblioteca
de microssatélite pode, portanto, ser a avaliacdo do polimorfismo das espécies
usando os marcadores anteriormente mencionados. Tais métodos néo requerem o
investimento que os microssatélites exigem para o desenvolvimento e podem servir
como um teste preliminar para o nivel de polimorfismo nas espécies-alvo (Dutech et
al., 2007).

Diante da existéncia de varias técnicas moleculares e das diferencas em

seus principios e metodologias, € necessario ter cuidadosa consideracdo em
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escolher um ou mais tipos de marcadores (Semagn et al., 2006). Um problema que
geralmente surge é como escolher o marcador de DNA mais apropriado em meio a
grande quantidade de tecnologias de diferentes marcadores. Em geral, a escolha de
uma técnica de marcador molecular deve ser um compromisso entre confianca e
facilidade de analise, poder estatistico e certeza de revelar polimorfismos (Agarwal
et al., 2008). As propriedades desejaveis de marcadores moleculares sdo: alto
polimorfismo, heranca codominante, frequente ocorréncia e uma distribuicdo
uniforme por todo o genoma, comportamento seletivamente neutro, acesso facil,
ensaio rapido e facil, baixo custo e alto rendimento, alta reprodutibilidade, e
transferibilidade entre laboratorios, populacdes e/ou espécies (Semagn et al., 2006).

2.3.1. Microssatélites em plantas

Em 1989, Litt e Luty publicaram o artigo no qual os microssatélites foram
apresentados como uma nova categoria de marcadores moleculares que se tornaria
importante em muitas areas de estudo. Sabendo que regifes com elementos
repetidos maiores frequentemente mostravam extenso polimorfismo de
comprimento, como 0s numeros variaveis de repeticbes em tandem (VNTR), bem
como o fato de que repeticdes (TG)n estavam sendo frequentemente sequenciadas
em humanos, esses pesquisadores presumiram que as repeticoes (TG)n
("microssatélites”) poderiam também ser polimérficas. Tais polimorfismos, se
existiam, provavelmente compreenderiam alelos que se diferenciariam em
comprimento por somente alguns pares de base e, portanto, ndo seriam detectaveis
pela técnica de Southern blotting convencional. Foi utilizada, entdo, a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para amplificar um microssatélite (TG)n no gene da
actina cardiaca humana. Como resultado, foram detectados 12 fragmentos alélicos
diferentes em 37 individuos néo relacionados, sendo que 2 deles foram identificados
como heterozigotos. Enquanto o referido artigo estava sendo revisado, os autores
tomaram conhecimento de um relato preliminar, descrevendo estudos similares por
Weber e May (1988), nos quais foram caracterizados 12 microssatélites (TGY)n e
todos foram polimorficos.

Os microssatélites sao arranjos em tandem de repeti¢cdes curtas de DNA que
variam de 1 pb a 6 pb de comprimento (Gong et al., 2008; Parida et al., 2006; Zhang
et al., 2005). Os alelos diferem porque mostram nuameros distintos de repeticdes em
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tandem, gerando o chamado polimorfismo. Essas diferencas no numero de
repeticbes de DNA em um dado locus sdo oriundas de crossing over desigual
durante a meiose ou de deslize da DNA polimerase (strand - slippage) durante a
duplicacdo da molécula (Pinto el al.,, 2001). O polimorfismo pode ser facilmente
detectado por PCR (Parida et al., 2006; Zhang et al., 2005). A PCR utiliza primers
qgue hibridizam as regites flanqueadoras conservadas (Gutierrez et al., 2005). Cada
segmento ou sequéncia de DNA, produto da amplificacdo, € separado por
eletroforese em gel de poliacrilamida (Kun-Sheng e Tanksley, 1993), ou em gel de
agarose ultra-pura (Becker e Heun, 1995), ou por sequenciador automatico,
representando um alelo do locus (Gupta et al.,, 2001). H& duas classes de
marcadores SSR baseadas na origem: SSR genbmicos, 0s quais sdo desenvolvidos
de bibliotecas de DNA gendmico enriquecidas; e sequéncias expressas marcadas
(EST)-SSRs, as quais sdo derivadas de sequéncias EST originarias de regides
expressas do genoma (Zhang et al., 2005; Parida et al., 2006).

Os SSRs podem ser classificados em trés categorias: puros, compostos e
interrompidos. Os SSRs puros consistem de repeticdes initerruptas de uma
sequencia Unica, por exemplo, (AT)n; SSRs compostos consistem de dois ou mais
tipos de repeticdo, por exemplo, (GT)n(AT)m; e SSRs interrompidos contém uma
interrupcdo na repeticdo, por exemplo, (GT)nGG(GT)m (Peakall et al.,1998). Foi
relatado que marcadores baseados em repeticbes imperfeitas foram menos
conservados do que aqueles que possuem repeticdes perfeitas e, dessa forma, o
acumulo de interrupcbes e/ou grandes delecdes, favorece a descaracterizacao de
tais marcadores e, portanto, os SSRs compostos poderiam representar um altimo
estagio na evolucao dos microssatélites (Ekué et al., 2009). Existe uma boa relagéo
linear entre 0 numero de alelos detectado em um locus e o comprimento do
microssatélite. Quanto maior o numero de repeticbes em um microssatelite, maior é
o numero de alelos detectados (Gupta et al., 2001). Sabe-se que, em um organismo
diploide mostrando segregacao dissomica Mendeliana em um dado locus, uma ou
duas bandas por individuo sdo esperadas. No entanto, alguns pares de primers
microssatélite polimérficos formam complexos perfis multibandeados e néo
facilmente interpretaveis em termos de loci e alelos. Este problema parece ser mais
acentuado em taxons com genomas que contém grande quantidade de DNA
repetitivo, tais como coniferas. E provavel também ser o caso de polipléides de

origem recente (Squirrell et al., 2003).
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Em relacdo a area de genética vegetal e melhoramento, os microssatélites
tém ganhado consideravel importancia, devido a hipervariabilidade, ampla
distribuicAo gendmica, heranca co-dominante, reprodutibilidade, natureza
multialélica, e localizacdo especifica no cromossomo. Esses marcadores Sao
passiveis de genotipagem com alto rendimento e sdo assim adequados para
determinacao de paternidade, constru¢cdo de mapas gendémicos de alta densidade,
mapeamento de genes Uteis, selecéo assistida por marcador e para estabelecimento
de relacbes genéticas e evolutivas (Parida et al., 2006; Parida et al., 2009; Singh et
al., 2011).

Sob o aspecto evolutivo, os microssatélites s&o importantes, pois
representam regides instaveis do genoma, que estdo sob alteracdes mutacionais a
taxas muito maiores que as observadas nas sequéncias de cépia Unica (Pinto et al.,
2001). As taxas de mutacBes em microssatélites variam de 10™° a 1072 por geracéo
e, portanto, sdo significantemente maiores que as taxas de substituicdo de bases.
Essa alta taxa de mutacdo € baseada em experimentos in vitro, pois ela difere muito
em relacdo a taxa de mutacdo in vivo, uma vez que esta Ultima é resultante da taxa
de deslizamento primario (slippage) e da eficiéncia do sistema de reparo de danos
(Schiétterer, 2000). Contudo, é 10.000 vezes mais provavel um microssatélite
ganhar ou perder uma repeticdo de uma geragao para outra, que um gene, cOmo 0
responsavel pela anemia falciforme, por exemplo, sofrer uma mutacdo em Unica
base, promovendo essa doenca. Os microssatélites podem facilmente retornar aos
seus comprimentos anteriores dentro de poucas geragdes (Moxon e Wills, 1999).

Em se tratando da utilizacdo de microssatélites em plantas, um estudo inicial
foi realizado por Condit e Hubbell (1991), como parte da pesquisa sobre ecologia de
plantas de florestas tropicais. Foram analisadas regibes com repeticbes de
dinucleotideos em varios géneros de arvores tropicais, concluindo-se que essas
repeticbes sdo abundantes em genomas de plantas e poderiam fornecer um grande
namero de marcadores polimérficos para estudos de genética de populacdo de
plantas. Posteriormente, houve um crescente uso dos marcadores microssatélites
para a determinacdo da pureza genética em programas de melhoramento e de
producdo de sementes, visando a garantir a qualidade genética das sementes
(Rabel et al., 2010). Para o género Cucurbita, foram desenvolvidos 500 marcadores
microssatélites de bibliotecas genémicas enriquecidas de SSR (Gong et al., 2008).

Em Panax ginseng, comumente conhecido como ginseng coreano, foram
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desenvolvidos e caracterizados 35 marcadores microssatélites de BACs e
sequéncias disponiveis (Van Dan et al., 2010). Devido ao fato de os marcadores
microssatélites serem tdo comumente usados por geneticistas humanos, as
tecnologias para seu uso sao facilmente disponiveis (Cregan et al., 1999). Segundo
Salles et al. (2003), o Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, utilizando bibliotecas enriquecidas, tem desenvolvido
marcadores SSR para as seguintes espécies: eucalipto (Brondani et al., 1998), pequi
(Collevatti et al., 1999), pimenta e pimentdo (Buso et al., 2000), feijdo (Buso et al.,
2006), copaiba (Ciampi et al., 2000), palmito (Gaiotto et al., 2001), mogno (Lemes et
al., 2002), arroz (Brondani et al., 2001) e coco (Moretzsohn et al., 2001).

2.3.1.1. Microssatélites em cactaceas

Estudos com marcadores microssatélites em cactaceas sdo recentes e
escassos, concentrando-se em alguns géneros. Baseando-se em pesquisas sobre
diversidade genética em menos de 15 taxons, os cactos podem ser descritos como
tendo altos niveis de diversidade genética e relativamente baixa diferenciacdo da
populacdo. Essas conclusdes, no entanto, sdo direcionadas para cactos colunares
com sistemas de fecundacéo cruzada, predominantemente, e com dispersdo de
semente e poliniza¢do por morcegos e passaros (Nassar et al., 2001).

Os primeiros marcadores microssatélites na familia Cactaceae foram
desenvolvidos por Otero-Arnaiz e colaboradores em 2004, para estudo da genética
de populagcdo na tribo de cactos Pachycereeae. Esses marcadores foram
desenvolvidos para o cacto colunar Polaskia chichipe do México central. Ap6s um
procedimento de enriquecimento e trés etapas de screening, 87% das colonias
continham microssatélites. Foram desenvolvidos pares de primers para 10 loci,
testados e usados para estimar a variagdo em amostras de 18 a 45 individuos do
Vale de Tehuacan, no México. O namero de alelo por locus variaram de dois a oito.
A variacdo nos valores de heterozigosidade esperada foi de 0,188 a 0,797. Esses
loci sdo particularmente Uteis para estudos evolutivos mais precisos, tais como fluxo
génico e sistemas de reproducéo para esta espécie de cacto.

Outra espécie que teve o0s primeiros microssatélites registrados foi
Astrophytum asterias, um cacto da América do Norte em risco de extincéo,

pertencente a tribo Cacteae. Seis loci, com uma média de 8,5 alelos por locus, foram
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detectados para amplificar consistentemente DNA genémico em 94 individuos de
quatro regides geograficamente definidas no Sul do Texas. Esses marcadores
permitiram a geracdo de dados apropriados para estimar os parametros de genética
de populacgéo, estrutura de populacéo e o grau de endogamia que atualmente existe
nas populacdes pequenas e fragmentadas de A. asterias (Terry et al., 2006).

Os microssatélites para o género Opuntia foram publicados por Helsen et al.
(2007). O género Opuntia contém cerca de 200 espécies, sendo que seis delas séo
endémicas do arquipélago de Galapagos. Embora esses cactos sejam elementos
essenciais do ecossistema semiarido de Galapagos, elas nunca foram estudadas
detalhadamente. Por causa da atual condicdo de ameacas e sua importante funcao
no ecossistema, foram desenvolvidos 16 marcadores microssatélites para estudar a
estrutura genética de algumas dessas espécies. Os microssatélites exibiram um alto
nivel de polimorfismo, com o nimero de alelos por locus variando de seis a 53. Os
resultados também revelaram possivel poliploidia nesses cactos.

Prosseguindo com o isolamento de microssatélites em espécies em risco de
extincdo em seus habitats, foram contempladas as espécies Echinocactus grusonii
(Hardesty et al., 2008) e Ariocarpus bravoanus (Hughes et al., 2008). O objetivo
principal foi desenvolver um programa de certificacdo para ajudar na conservagao
destas espécies. Em E. grusonii, cinquenta e cinco sequéncias continham um
arranjo microssatélite, das quais 12 foram polimorficas entre 30 individuos de uma
Unica populagdo silvestre. Em A. bravoanus, cinquenta e quatro sequéncias
continham um arranjo microssatélite e, destas, oito foram polimérficas entre 23
individuos, dos quais 20 eram provenientes de populacdo naturais e trés
provenientes do comércio. Esses marcadores foram Gteis para descrever a estrutura
genética de populagdes de E. grusonii e A. bravoanus, como também para
desenvolver um programa de certificacdo para ajudar na conservagcao de genotipos
silvestres (Hardesty et al., 2008; Hughes et al., 2008).

Como meio de avaliar o status genético de populacdes da espécie
Mammillaria crucigera, Solorzano et al. (2009) desenvolveram oito marcadores
microssatélites. Estes primers foram testados em 40 individuos de duas populacdes
silvestres. Os resultados mostraram que estes primers serdo Uteis para descrever a
estrutura da populacéo e ajudar na conservacao das espécies. As siglas FAM e NED

(Quadro 2) representam os Fluorocromos adicionados aos primers.
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Quadro 2 - Relagdo dos 111 loci microssatélites identicados em 11 espécies de

cactaceas com as respectivas seqiiéncias e autores

Espécie Locus Sequéncia do primer (5'-3") Autores
Polaskia Pchi5 F: CAAGAAAAAGGAAGCCCACA Otero-Arnaiz et. al.. 2004
chichipe AY147840 R: GGTGCCATATCCCCTGTGTA -al,
Polaskia Pchi9 F: GTGGCCGAGAAAGAAGTTTG Otero.Amaiz et. al.. 2004
chichipe AY147838 R: AAAGGCCCAAATCATAAGCA -al,
Polaskia Pchi21 F: CGTTTAGCCCCTCTTTCTCC Otero-Amaiz et. al.. 2004
chichipe AY147837 R: GTTCCCAACTGACCGACAAC -al
Polaskia Pchi25 F: GCCCTTCTAAGGCCATTTCT Otero-Arnaiz et. al.. 2004
chichipe AY147836 R: ATTCCGTGTCAAGATTGTGC -al
Polaskia Pchi44 F: ATTCAAACAGGCCCACACAG Otero-Arnaiz et. al.. 2004
chichipe AY147834 R:GGGTGTTAGAAGGAATAATAGCTTG -al
Polaskia Pchi47 F: GTCCTTGTGGCTAGCCCTTT .
chichipe AY147832 R: CCATTTCTCTCGCCATCTG Otero-Arnaiz et. al., 2004
Polaskia Pchi54 F: CCTTGAGCTTTGACATTGAGA .
chichipe AY147831 R: GGAAGGTTTTCATTGGATGAG Otero-Amaiz et. al., 2004
Polaskia . F:GTGGCCGAGAAAGAAGTTTG .
chichipe Pchi20 R:AAAGGCCCAAATCATAAGCA Otero-Arnaiz et al., 2005
Polaskia . F: CCTGGGCAAACCTCTGTTTA .
chichipe Pchi50 R:GTTCCCAACTGACCGACAAC Otero-Arnaiz et al., 2005
Astrophytum F:ATGCGAACAGATTGAAAAGAGGG
asterias AaB6 R: CTCAGGAAAGACTTACACCATGG Terry et al., 2006
Astrophytum F:GAAGAAACACTTCTGCAAGTAGATG
asterias AaH11 R: GATTTCCATCACCATCTTGTCAGC Terry et al., 2006
Astrophytum F:GCAAGCAAGAGTATGGTGAATTGG
asterias AaA3 R:AGTTATTTTCACGGTAACACACATGG Terry et al., 2006
Astrophytum F: ACTAATATCATGCTGCGTCGTTAG
asterias AaC3 R: ACGGTCCAGTCACATAACATTCC Terry etal., 2006
Astrophytum F: CTGTTTAGTTCTCTCGTCTTCACC
asterias Aab9 R: CTCCGCTTTTACTGCTAGCACC Terry etal., 2006
Astrophytum F: TAACAGAGAATCCAAGGCTTTTCC
asterias AaG3 R: AATCGCCAGCCGAGGGAGAC Terry etal., 2006
Opuntia . F: Cy5-CCATCTACTTCCCACTTTGC
Echios Opuntial R: GTTT-CTCCTGTGTTTCTCTGTGCTC Helsen et al., 2007
Opuntia . F:Cy5-CACATACGCAAATACATGG
Echios Opuntia2 R:GTTT-GCTTCATTTTCCAGGTTACT Helsen et al..2007
Opuntia Oountia3 F:Cy5-GTGAGTGCCCAGATGAAACT Helsen et al. 2007
echios P R:GTTT-TCCTCAACTTTATTGTAGCAAGAG g
Opuntia echios . F: Cy5-GATGATTCCGCCATTCACC

Opuntia4 R: GTTT-CGTCGATCTGACTCACACC Helsen etal., 2007
Opuntia . F: Cy5-TATGCACAAAGCACCATGC
echios Opuntia5 R:GTTT-CAACCATACCAACTGTACTGAC Helsen etal., 2007
Opuntia Oountias F:Cy5-ATCTCATTGTATCATCTATTTCCTG Helsen et al. 2007
echios P R:GTTT-AGCACAAAGACACTTCATCG g
Opuntia . F: Cy5-ACCGCCATCACCAGCTATC
echios Opuntiag R: GTTT-CTCACCCACAATTCCAAACC Helsen etal., 2007
Opuntia . F:Cy5-CTAGGCTTCATCCCACATTAGG
echios Opuntiad R: GTTT-TCCAAATTCACCTCCTCTGC Helsen et al., 2007
Opuntia echios . F:Cy5-ACCAACATCAAACCTTCAATACC

Opuntial0 R:GTTT-CATGCTTCATCTTGTTCATTGG Helsen et al., 2007
Opuntia echios . F: Cy5-CCTACACCTGCTGCCAATC

Opuntiall R:GTTT-CGAGACAAACATCAGAGGAG Helsen etal., 2007
Opuntia . F:Cy5-TAATCTTATTCTCAGGTCAGTTAC
echios Opuntial2 R: GTTT-GGTATCTTGTTATTCGTTCG Helsen etal., 2007
Opuntia . F: Cy5-CCAAATACCCAGCCCATAC
echios Opuntial3 R: GTTT-GAGAACCTAACTTCCGATG Helsen et al., 2007
Opuntia echios . F: Cy5-TCAGGATTCAAGAAGATTTGC

Opuntial4 R: GTTT-GATTCAATTGATGATGGGC Helsen et al., 2007
Opuntia . F: Cy5-GCGGTGGAAGCAGTTAGG
echios Opuntial5 R: GTTT-CAGTCGATCATACCCAAGG Helsen etal., 2007
Opuntia Ountials F: Cy5-GTCAATCCCGAGCAATTTAGG Helsen et al., 2007
echios P R: GTTT-TCATTAGTGAGGCCCAACG
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Quadro 2, cont.

Ariocarpus
bravoanus
Ariocarpus
bravoanus
Ariocarpus
bravoanus
Ariocarpus
bravoanus
Ariocarpus
bravoanus
Ariocarpus
bravoanus
Ariocarpus
bravoanus
Ariocarpus
bravoanus
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Echinocactus
grusonii
Mammillaria
crucigera
Mammillaria
crucigera
Mammillaria
crucigera
Mammillaria
crucigera
Mammillaria
crucigera
Mammillaria
crucigera
Mammillaria
crucigera
Mammillaria
crucigera
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis

mAbRO5
mADbR28
mAbR40
mAbR42
mAbR77
mAbR82
mAbR86
mAbR91
mEgR02
mEgR17
mEgR39
mEgR51
mEgR63
mMEgR68
mEgR70
mEgR73
mMEgR76
mEgR78
mEgR98
mEgR99
MamVTC1
MamVTC2
MamVTC5
MamVTC8
MamVTC9
MamVTC10
MamVTC11
MamVTC12
Ht.la

Ht.Ib

: AATAGGGACAGTGAGGGATT
: TCTTCTCATGAGCCTTGTCG
: CCATAAGCTGTGGTGGGTCT
ATTTTAAAGCTCCCCCTCCA
TTTAATGCGGAGGAAGTTGG

GGGCAATTCACTATGCACAA
: TTGTCCCACCTTCCCTATTG

: CGGGGAAGGAATAATCCAAG
ATGTGCCGTTTGCAATCTTT

: TTCCATCCTGGAGTTTAGGG

: TTGCAACTTGGGCATCAGTA

: GGCAGCTCAACTCCAGAGAC

: CGACATCAAGTTGCACCATC

: TCAGGAGTTGCTTGATGGAA

: TGGGTTGGAGAAGTGGAAG
CGGTGTGAGGCTTCATTTG
ATCGTTGAAAGAGGCGAAA

: TCCCTCTTCTTCGTCAGAGC

: GAGCGCAGAATTGAGGTG

: GATGTGGCATTTTCAGAC

: TGGCATAGAGGTGGTGACTG

: GCCAAATAAAATTTGAGCCATT
: TTGAATTGGGTGCTTCACTG

: CCCTAAATATGCTGCCGATG

: GGTAGCCATTCGTCATCAGC
GTCCCGGTACTCGCTTCTCT
ATGTTGCCAGAAACACTTCG

: GCAAATTAAAGGGTTCTCTTGG
: AAGGAAGAGGAGGAGGCAACC

: TCACAATTTGGAAGGAAGCA

: GTGAGCAAAGGGCTGATTTC
AGCCCAAAGCCCAACTTATT

: TGCATGCAATCATAAGGTTTTC
: ACCCTAGTGGGGTCGAGAAT

: GTCGCCCAGAACCCTAGTCT

: GCTACTCGTGGTTGTGGTGA

: CTGCCGTTCTCTCTCTGCTC

ATNMTNMAINAATNOTNOTOTOTOTNITNMOINMAOTNAOATOTOTOTOTOTOTAOM

F-NED CGATCATTAACCATTACCGTCA

R: CCGACTGCACAATTTTATGA

F-FAM TCTCACTGCCCGTTTTCTCT

R: ACGGTGATGGTGGGTGTTAT

F-NED TACAGACGCCATAGGCAAAG

R: GGTGGAGATGAGGGACTGAA

F-FAM TCGATTATCTGCTGCTTCCA

R: CCGAGAAAGCCCTAAAACCT

F-FAM TGGATACGTGGCTCTTCGAT

R: CCAAATGCCAATCCTCCTAA

F-NED CATTCTAGACATCATATCGCTCT
R: TGAGACTCCACTCTATTTCCTCT
F-NED CAGGGGTAAGGGAGACAACA

R: CTTCAGTGCCCCCTTTGAAT

F-NED TGGGGAATGGGCTATGATTA

R: CGGCGTTTATTAGCCAATCT
F: TTGAGGCCAATATGAGATTTGA
R: TATGGCCCATTTGAAACCAT
F: CCAAGAAGCCATCTGAGGAG
R: CACCCCCTTCCTCTCTCTCT

GCTCAAAGTCTCTCCGTTAATGA

: GAAAACATTTCAAGTGCAACACA

"-TTCTAATAAACACTTAAACCCTAACC

Hughes et al., 2008
Hughes et al., 2008
Hughes et al., 2008
Hughes et al., 2008
Hughes et al., 2008
Hughes et al., 2008
Hughes et al., 2008
Hughes et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Hardesty et al., 2008
Solérzano et al., 2009
Solérzano et al., 2009
Solérzano et al., 2009
Solérzano et al., 2009
Solérzano et al., 2009
Solérzano et al., 2009
Solérzano et al., 2009
Solérzano et al., 2009
Arakaki et al., 2010

Arakaki et al., 2010
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Quadro 2, cont.

Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
pseudomelanostele
Haageocereus
pseudomelanostele
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Haageocereus
tenuis
Coryphantha
robustispina
Coryphantha
robustispina
Coryphantha
robustispina
Coryphantha
robustispina
Coryphantha
robustispina
Coryphantha
robustispina
Coryphantha
robustispina
Coryphantha
robustispina
Coryphantha
robustispina
Coryphantha
robustispina
Pilosocereus
machrisii
Pilosocereus
machrisii
Pilosocereus
machrisii
Pilosocereus
machrisii
Pilosocereus
machrisii
Pilosocereus
machrisii

Ht.lc
Ht.ld
Ht.le
Ht.If
Ht.lla
Hp.IVa
Hp.IVc
Ht.Vb
Ht.ms4
Ht.ms7
Ht.ms8
Ht.ms9
Ht.msl1l
Ht.ms12
Ht.ms13
Ht.ms16
2G

3B

3C

3F

4C

5E

7B

7D

7G

10E
Pmac082
Pmac084
Pmac085
Pmac101
Pmac102

Pmac108

ATITTNIOITNITNOINAITNOTOTOTOTOTNITNMOINMITNIATOTOTOTNOTNINMINMOITNOTOTOTOTOTNOTNAOTOTOTOT

- ATCCCAATTTCTTGCCTCCT

: GCTCACGAATGGTCAGAAGA

: CCAAGATTGGTCGTCGACAT

: CTTCGCCCCACCTTCTCTA

: TCACCTATTTGATCCCCTTCC

: CCTAAGTGCTTGAGCCAAAAA

: TCCACATGCTACGACCACTT

: AGGCCTCATCCTACCAGAGTC
: CATGAATTGAAAGCCACACG

: CCTTGCACTGCATAGTTGGA

: CGACAAACCTTGTCCTCTTG
AGGTCCGACTGGTCCTAACC
AACCCTTGCAATAAGCTCCA
AATGGCAACGAAAGGAGAGA

: TCCAATGACATTTGCTATTCCA
: CCCCATCTTCCCTACAGTCA
GCAAGAAAGGGAAGAGAAATC
: TCAATGTCGTTCCTAAACATGAA
: TTCCCATGACTGCCCTTAG

: CTGTCCATTTAGCCCCAGAA
ACCCTTGCTGTTTGTGTGG

: CCTCCTGCGAAGAAAGAGAA

: TACGGTTTGGGTTTTGGAC

: ACTGGGATCTCCCAACTGC

: GCCATTACCCCAACGTA

: CTCACCTCCTTCATCTCTTCAA
: GGTTATGACCATGGAATGC

: ACTTGCAACCGTGTGTGTGT

: TCAAGACATGGCAGCTCAA
GGCATGGTGCTGATTAGGAT
CTGGCCAAACCCTATCTACT

: GGGTACACCGATCAGATAAAGG
: TCGCACAAATCAGAAAGTCC3

: TTGGTGAGACATTGAATTTAGCTC2
: CTTGCCTTGAAGGTTGCCTA3

: GAATTCAAGCTCCCATCGAA2

: GAGCAACTGGTGGCTAGAGG2
:CCTTCCCTCTTTCCACTAAACC3
: CGATTGGTTTTGCAAGGATT3

: CGTCCCACTTGAGATGTTCAZ2
:CTTTTACCCCTGGCTCTCTT1
:TTTATTGCAGACTTGAAATTTGTG3
: GGCAATTCTCAACAACAATCG2
:ATTCCCTTCCTTGAGCCAAC3
AGCACAGACAGCACGCTCTA3

: TCATTTGCCTGCACAAACAT1

: TGGGCTCCTTTGCTGTTATT3

: AATGTGCGGGCATGTAATTT2

: CACCAGGGACCTACATGACC3

: ATGCTCCAGTGTGCAGATCA1

: GAGACTGGTGTGGGTGTCCT2

: CTTATGGCAATTCCCGTTGTS

: GTAAAAGAGGAGGATGGAGAGG
:CTTCTTCTTGCTAGGTTTCTCG
: CATAAATTGCAGAAATGAGGAC
: AGGTAAACCGCTAACTCGATG

: CCCCTCACTTCTCCAATCTC
:TCCCTCCTTCTTTTGTGTTC

: TGATAGCTGCAACGATGTC
CATTTGTTTTGTTGTTTGCTTCAC
: TCTATAAGTGCCGATGGATGC

: CACACCTCACTCCCAACCTC

: TGAATGTCTGCCATTAGAAAGC
: TAATCGCCCCAAAGAAGAAC

Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Arakaki et al., 2010
Butterworth, 2011
Butterworth, 2011
Butterworth, 2011
Butterworth, 2011
Butterworth, 2011
Butterworth, 2011
Butterworth, 2011
Butterworth, 2011
Butterworth, 2011
Butterworth, 2011
Perez et al., 2011
Perez et al., 2011
Perez et al., 2011
Perez et al., 2011
Perez et al., 2011

Perez et al., 2011
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Quadro 2, cont.

Pilosocereus

F: GTGTTGATTGTACTCTTCAG

machrisii Pmacl28 k. CTAACCCTTTGTATACATGC Perez etal, 2011
o e S SSSTECEE s
Pilosocereus omacias  F ACCAGAATGAGCTCAGCTGTAG Peres et al. 2011
machrisii R:CCTAGCTAGCAGAATCAGAGTGAAGAC :

Pilosocereus omaciag  F ACCCGACATCCCACTTGTAG Peres et al. 2011
machrisii R: TAGTCTGAAACGGAGCAAGG '

i
L R
i -
gaune SOOI L T TOAAGAGGCAMA Schwabe stal, 2012
;ﬂﬁ;ﬂcsacws SCOL 401 T G ATCATATCCAGCTAATARATARG  SCWabe etal, 2013
St s PCMCHICECULGT  soupesa
R —
o
T S
Lt o PSCCUNCCCED  comenn
i -
S conwus CSCTORTOMMEIATE oot o
oarilons | SCPAZO8 B o AAACTAGOGOTCAG Sctwiabe etal. 2013
panvilons . SCPAGZ3 B e T eOCCACGOTCTCTTA Sctwiabe et ol 2013

Em relacdo ao género Haageocereus, foram isolados microssatélites de
duas espécies (H. tenuis e H. pseudomelanostele) para serem aplicados em estudos
de diversidade genética e estrutura genética de populacbes. Dos 19 loci
microssatélites registrados, cinco foram caracterizados em quatro espécies de
Haageocereus e aplicados para o estudo de diversidade genética e diferenciacao de
populacdo. Esses marcadores estardo disponiveis para estudos de diversidade
genética, diferenciacdo de populacdo e para andalise de parentesco em outras
espécies de Haageocereus (e parentes proximos tais como Espostoa), fornecendo
informacgé&o essencial para planos futuros de conservacéo (Arakaki et al., 2010).

No ano de 2011, foram publicados os microssatélites identificados para mais
duas espécies de cactaceas: Coryphantha robustispina subsp. robustispina e
Pilosocereus machrisii (Perez et al.,, 2011). Para o género Coryphantha sao

reconhecidas duas espécies, havendo controvérsias sobre o reconhecimento
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taxondbmico de trés possiveis subespécies. Dessa forma, foram isolados e
caracterizados 10 loci microssatélites polimorficos de C. robustispina subsp.
robustispina, 0s quais podem ser valiosos no entendimento de restricoes
taxondmicas de membros da secdo Robustispina (Butterworth, 2011). Para o cacto
colunar P. machrisii, foram caracterizados 11 loci em 51 individuos de duas
populacdes naturais, sendo que um deles, Pmac82 (Quadro 1), foi monomarfico em
ambas as populacdes analisadas. O numero de alelos por locus polimdrfico variou
de dois a oito e o numero total de alelos foi 57. Esses marcadores serdo também
usados para entender padrdoes de fluxo génico e para fornecer informacéo sobre
mudancas na distribuicdo histdrica e sobre conectividade entre populacdes (Perez et
al., 2011).

O registro mais recente de primers microssatélites desenvolvidos para
cactaceas foi feito por Schwabe et al. (2013) para o género Sclerocactus. Este
género consiste em 15 espécies, que possuem uma histéria taxonémica confusa
devido a semelhancas morfologicas e sobreposicdo de distribuicdo. Treze loci
microssatélites foram identificados, utilizando S. glaucus e S. parviflorus e foram

testados nas espécies S. wetlandicus, S. brevispinus e S. cloverii.

2.3.1.2. Transferibilidade de sequéncias de primers microssatélites

Devido a sua natureza codominante e geralmente de locus Unico, os loci
SSR podem ser identificados e seus alelos reconhecidos em diferentes genétipos da
mesma espécie e frequentemente naqueles de outros parentes proximos. ISso
significa que um conjunto especifico de SSRs pode ser usado em diferentes
genatipos, por meio da transferibilidade, tornando-o particularmente Gtil para analise
de diversidade genética (Peakall et al., 1998; Castillo et al., 2008; Datta et al., 2010).

A identificacdo e a aplicacdo de SSRs em plantas tém se restringido a
poucas culturas agriculturalmente mais importantes. Muitos dos SSRs iniciais
registrados para essas plantas foram obtidos da base de dados do GenBank, mas
este método é somente (til quando os dados estdo disponiveis para espécies de
interesse (Peakall et al., 1998). Considerando que a identificacdo de marcadores
microssatélites € extremamente caro e consome tempo e trabalho porque requer
prévio conhecimento da sequéncia para desenhar os primers especificos para o

locus (Gutierrez et al., 2005; Yildirim et al., 2009), um uso mais amplo de SSRs em
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plantas seria facilitatado se tais loci fossem transferiveis entre espécies (Gutierrez et
al., 2005). Os marcadores SSR transferiveis sdo especialmente importantes quando
ha escassez de marcadores polimérficos em regides especificas do genoma.
Certamente, este método seria muito mais facil e barato do que o desenvolvimento
de novos primers SSR (Yildirim et al., 2009).

A transferibilidade de primers, de acordo com o0s registros encontrados na
literatura, é também conhecida como amplificacdo heteréloga ou transposicdo de
marcadores. A denominacdo “amplificacdo heteréloga” é mais frequente em
pesquisas envolvendo espécies animais, tais como o rato e o camudongo (Lima-
Rosa et al., 2000), a serpente (Hille et al., 2002), o macaco (Lau et al., 2004) e o
peixe (Olivatti et al., 2011). Também foi utilizado esse termo no estudo realizado por
Gutierrez et al. (2005) com a espécie vegetal Medicago truncatula. O termo
“transposicdo de marcadores” foi encontrado no trabalho realizado por Mistura et al.
(2006), avaliando em arroz, os microsatélites derivados de milho. Em sentido restrito,
a transferibilidade significa que o SSR deve ser capaz de amplificar um Unico locus
ou alguns loci em outra espécie e ser polimérfico naquela espécie. Portanto, sendo
possivel utilizar um SSR identificado para uma determinada espécie em outra
espécie, a transferibilidade € entdo uma caracteristica desejada (Peakall et al.,
1998).

A amplificacdo cruzada entre espécies e a utilidade de marcadores
moleculares depende da conservacgdo de sitios de iniciacdo dentro de sequéncias
flanqueadoras e da manutencdo de arranjos longos o suficiente para promover
polimorfismo (Ekué et al., 2009). No entanto, Mnejja et al. (2010) salientaram que
enguanto sequéncias de espécies modelo podem ser uma fonte de grande namero
de microssatélites em parentes menos estudados, uma desvantagem com o uso de
SSRs de uma espécie para outra € que somente uma proporcdo dos SSRs sera
transferivel. Outra limitacdo é a qualidade dos marcadores, uma vez que 0s SSRs
obtidos em outra espécie podem ser menos variaveis e a presenca de alelos nulos
pode ser mais frequente que naqueles da mesma espécie. Além disso, Garcia-
Moreno et al. (2010) mencionaram que a diversidade alélica é mais pronunciada
qguando a transferéncia ocorre entre espécies filogeneticamente distantes.

O sucesso da transferéncia de marcadores microssatélites pode ser
constatado em diversos trabalhos publicados nas duas ultimas décadas e alguns
destes serdo relatados neste presente trabalho. Onze loci microssatélites foram
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identificados por White e Powell (1997) na espécie Swietenia humilis Zucc. (Familia
Meliaceae), fonte de mogno de renome mundial. Sete desses loci produziram
produtos de amplificacdo em pelo menos uma das onze espécies da familia
Meliaceae nas quais foram testados. A transferibilidade de 31 loci SSR de soja
(Glycine max) para congéneres silvestres e outros géneros de legumes foi
investigada por Peakall et al. (1998). Até 65% dos pares de primers de soja
amplificaram SSRs em Glycine, mas, frequentemente, os SSRs eram curtos e
interrompidos, comparados com aqueles de soja. Entretanto, 85% dos loci foram
polimorficos em G. clandestina. A amplificacdo cruzada de espécies fora do género
foi muito menor (3%—13%), com polimorfismo restrito a um par de primer (AG81).

Cinquenta microssatélites foram testados por Shepherd et al. (2002) para
amplificac@o de espécies cruzadas e polimorfismo de duas espécies de Pinus (Pinus
elliottii var. elliotti e P. caribaea var. hondurensis). Vinte e nove (58%) dos
marcadores amplificaram em ambas as espécies e, desse total, 23 marcadores
foram polimérficos. Em Cagaita (Eugenia dysenterica) uma planta amplamente
encontrada no Cerrado brasileiro, uma bateria de 346 pares de primers identificados
para Eucalyptus spp. foi testada em cagaita. Somente 10 (2,81%) pares de primers
foram transferiveis entre as duas espécies (Zucchi et al., 2002). Foi examinada a
transferibilidade de marcadores SSR-EST de damasco e videira para outras
espécies nao relacionadas. No geral, os primers de uva amplificaram produtos na
maioria dos acessos de Vitaceae, enquanto os primers de damasco amplificaram
alelos polimérficos somente nas espécies de Rosaceae proximamente relacionadas
(Decroocq et al., 2003).

Em Hordeum chilense foi testada a transferibilidade de 82 pares de primer
de cevada (Hordeum vulgare). Desses 82 EST-SSRs, 21 (26%) mostraram
polimorfismo entre linhagens de H. chilense. Os marcadores polimorficos
identificados foram usados para testar a transferibilidade e polimorfismo em outras
espécies da familia Poaceae com o objetivo de estabelecer as relagfes filogenéticas
em H. chilense (Castillo et al., 2008). Outro estudo com cereais de estacdes frias foi
conduzido por Yildirim et al. (2009) com o objetivo de examinar a transferibilidade de
alguns marcadores SSR entre cerais de estagcdo fria. A transferibilidade dos
marcadores SSR de cevada para trigo foi de 69,6%, para aveia 43,5% e para o
centeio de 52,2%. Dos 27 marcadores SSR de trigo, foram amplificados 20 (74%)

em cevada, 74% em aveia e 19 (70,4%) em centeio.
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Também foi estudada a transferibilidade de marcadores microssatélites para
as espécies Litchi chinensis Sonn. e Blighia sapida K. Konig, Sapindaceae (Ekué et
al., 2009), pimentas do género Capsicum (Ince et al., 2010), Brassica carinata A.
Braun., B. nigra (L.) Koch e B. napus L. (Marquez-Lema et al., 2010), género Prunus,
Familia Rosaceae (Mnejja et al., 2010), Eriobotrya japonica (Thunb) Lindl. e Pirus
malus, L. (He et al., 2011), Jatropha curcas L. e Ricinus communis L. (Yadav et al.,
2011) e género Ficus (Heer et al., 2012).

2.3.1.3. Transferibilidade de primers microssatélites em cactaceas

Em cactaceas, a transferibilidade tem sido observada entre varias espécies.
A partir de 10 primers microssatélites desenvolvidos e caracterizados em Polaskia
chichipe, Otero-Arnaiz et al. (2004) testaram a amplificacdo de um produto homélogo
em sete cactos colunares da tribo Pachycereeae, o DNA foi extraido de dois
individuos por espécie e pelo menos dois pares de primers mostraram clara
amplificacdo em seis das sete espécies testadas. Na espécie Echinocactus grusonii,
foram caracterizados 12 loci de microssatélites polimérficos e estes foram utilizados
em 27 outras espécies de cactos. Como resultado, todos os pares de primers
aplificaram um ou mais produtos nas 27 espécies de cactos. O uso generalizado de
espécies cruzaveis dentro da familia Cactaceae indica que 0s microssatélites
desenvolvidos para E. grusonii ttm também potencial para estudos com outras
espécies de cacto (Hardesty et al., 2008).

No estudo conduzido por Caruso et al. (2010) para espécies do género
Opuntia, entre os 19 pares de primer SSR e EST-SSR testados em seis genotipos,
11 foram descartados porque n&o produziram produtos de amplificacdo na maioria
dos gendtipos analisados ou produziram perfis de picos dificeis de interpretar. Os
outros oito primers (seis SSRs de Opuntia echios e dois EST-SSRs de Opuntia
streptacantha) produziram perfis confiaveis e reprodutiveis, sendo entdo usados
para o fingerprint de 62 gendtipos de Opuntia previamente classificados como
pertencentes a 16 supostas espécies, incluindo gendétipos cultivados, hibridos
artificiais e acessos silvestres. Dos oito pares de primers SSR, somente um, o OP3,
falhou em amplificar um pequeno conjunto de sete gendtipos. Os primers restantes
amplificaram fragmentos em todos 0s genétipos com sucesso, revelando um alto

grau de transferibilidade entre as espécies analisadas. Dessa forma, a andlise de
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oito loci SSR altamente polimérficos permitiu a investigacdo do nivel de diversidade
genética entre espécies de Opuntia, cultivares e acessos de diferentes regides do
mundo.

Dos 11 loci isolados por Perez et al. (2011) em Pilosocereus machrisii, nove
foram amplificados com sucesso em outras quatro espécies de Pilosocereus, usando
dois individuos de cada espécie. As espécies foram: P. jauruensis (Buining &
Brederoo), P. aurisetus [(Werderm.) Byles & G. D. Rowley], P. vilaboensis (Diers &
E. Esteves Pereira) e P. aureispinus [(Buining & Brederoo) F. Ritter]. Os primers
Pmacl01 e Pmacl08, ndo amplificaram em nenhuma das quatro espécies e
Pmac085 ndo amplificou em P. aureispinus.

Pesquisas envolvendo a transferibilidade de primers microssatélites de
cactaceas para a espécie Cereus peruvianus foram realizadas no Laboratério de
Cultura de Tecidos e Eletroforese Vegetal da Universidade Estadual de Maringa.
Foram testados por Tavares (2011) 33 primers microssatélites originados de quatro
espécies de cactaceas e com eles foi caracterizada a diversidade genética de
plantulas crescidas de sementes de 13 acessos de municipios dos estados do
Parana, Sdo Paulo e Piaui. Desta avaliagdo, foram selecionados um total de cinco
loci microssatélites (mAbR42, mAbR77, mEgR76, Pchi2l e Pchi47), conferindo uma
transferibilidade de 15,15% destes primers para C. peruvianus. Os 33 primers
microssatélites foram também analisados por Martin (2011), que extraiu o DNA
genémico de fragmentos de caule de somaclones RO de C. peruvianus. Apés 0s
testes, nove pares de primers amplificaram regifes especificas mais nitidas e
polimorficas. A transferibilidade de microssatélites desenvolvidos para diferentes
géneros de cactaceas para C. peruvianus foi de 27,27%.

2.4. Marcador AFLP (Polimorfismo do comprimento dos fragmentos
amplificados)

Nas ultimas décadas, sistemas de marcadores baseados em PCR foram
desenvolvidos para analise de DNA, sendo o AFLP uma poderosa técnica entre
eles. O marcador AFLP ndo necessita de clonagem e sequenciamento (Karimi et
al.,2009) e fornece um grande numero de fragmentos, os quais acentuam a
capacidade de detectar polimorfismo (Garcia et al., 2004; Karimi et al., 2009), sendo
sua principal vantagem quando comparado a outros marcadores (Arif et al, 2010).

Essa técnica é adequada para novos taxons e para uso tanto em organismos
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procariéticos como eucaridticos. Além disso, ela percorre todo o genoma, é
relativamente econdmica e gera muitos marcadores filogenéticos potenciais (Althoff
et al., 2007).

Uma caracteristica das marcas AFLP é sua dominancia. Alelos de um
mesmo locus sdo revelados pela presenca ou auséncia de uma banda, que, por sua
vez, resulta da amplificagdo de um fragmento de determinado tamanho no gel. N&do
sendo possivel saber se o locus amplificado esta em homozigose ou heterozigose,
nao permitem a distincdo entre gendtipos homozigoticos e heterozigoticos,
constituindo apenas uma classe, isto é, a que apresenta o alelo amplificado. Os
individuos nos quais o alelo ndo é amplificado sao considerados homozigéticos para
auséncia da banda (Lopes et al., 2002).

O AFLP apresenta potencial para inumeras aplicacbes, como:
monitoramento de heranca de caracteres em plantas e animais, diagnéstico de
doencas geneticamente herdadas, andlise de pedigree, identificacdo de clones e
cultivares, mapeamentos de genes, incluindo QTLs (quantitative trait loci) e grupos
de ligacdo, andlise de biodiversidade e cole¢cdes de germoplasma (Blears et al.,
1998; Kumar et al., 2009), estudos de diversidade genética (Sachidanandam et al.,
2001; Lynch, 2002; Sabeti et al., 2002; Foulley et al., 2006; Dagher-kharrat et al.,
2007; Goncgalves et al., 2007), estrutura populacional (Nybom, 2004; McMillan et al.,
2006; Sontebo et al.,, 2007), identificacdo de hibridos (Haig et al.,, 2004) e em
estudos filogenéticos de espécies estreitamente relacionadas (Ballard e Whitlock,
2004; Korpelainen, 2004).

A técnica AFLP estd baseada na amplificacdo por PCR seletiva de
fragmentos de restricdo, obtidos da digestdo do DNA gendmico. Ela envolve trés
etapas: (i) restricio do DNA e ligacdo aos adaptadores oligonucleotideos, (i)
amplificacédo seletiva de conjuntos de fragmentos de restricdo, e (iii) analise de gel
dos fragmentos amplificados (Vos et al, 1995) (Figura 7).

Para que haja éxito no ALP é fundamental que a digestdo do DNA seja
completa, pois a digestao parcial pode revelar falsos polimorfismos. Para a obtencéo
da digestéo total, € necessario usar DNA de alta pureza. Portanto, € necessaria
prestimosa atencdo no meétodo de extracao e quantificdo usado. A técnica baseia-se
na propriedade de certas enzimas de restricdo em deixar, ap0s a clivagem do DNA,
extremidades coesivas de sequéncias conhecidas. Assim, € possivel construir

sequéncias de nucleotideos de fita dupla que se ligam as extremidades dos
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fragmentos de restricdo, denominadas de adaptadores. Uma vez que as sequéncias
dos adaptadores e as dos sitios de restricdo sdo conhecidas, pode-se construir
primers especificos para estas sequéncias e realizar a pré-amplificacdo dos
fragmentos de restricdo. Os primers sdo constituidos por uma sequéncia
complementar ao adaptador, seguida de outra especifica do sitio de restricdo da
enzima e de uma extensdo de nucleotideos seletivos no terminal 3' (Lopes et al.,
2002).

A combinacgdo das enzimas EcoRI/Msel é comumente a mais usada para
clivagem de DNA. No entanto, nem sempre esta combinagéo resulta nos melhores
perfis eletroforéticos, bem como no maior niumero de loci polimoérficos. De acordo
com Janssen et al. (1996), a combinacdo EcoRI/Msel é mais adequada para os
genomas pobres em G+C, Hindlll/Msel para os genomas com contetudo de G+C em
torno de 40% a 50% e Apal/Taql para os genomas ricos em G+C.

Resultados experimentais demonstraram que, para a obtencdo de bons
padrées de separacdo dos fragmentos presentes em espécies com genoma
complexo, pelo menos trés nucleotideos seletivos devem ser usados em ambos 0s
primers, para EcoRIl e para Msel, e que a amplificacdo seletiva deve ser realizada
em duas etapas. Na primeira etapa de amplificacdo, denominada pré-amplificacao,
um nucleotideo seletivo € usado no terminal 3' dos primers. Na segunda fase,
denominada amplificacdo seletiva, sdo usados trés nucleotideos seletivos nos
terminais 3' dos primers. Dessa maneira, apenas 0s fragmentos que possuam
nucleotideos complementares aos nucleotideos seletivos (utilizados nos terminais 3'
dos primers) serdo amplificados (Lopes et al., 2002). Para a separacao dos produtos
de amplificacdo por AFLP, o método mais adequado € a eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante (Vos et al., 1995).

Uma limitacdo do AFLP € o tempo requerido para a analise visual dos
dados, quando ndo é feita de forma automatizada, mediante programas
computacionais que realizam a avaliagdao de bandas sobre uma foto digitalizada do
gel. Também é uma técnica trabalhosa, que necessita de DNA genbémico de alta
qualidade e de um maior nimero de reagentes, tornando-a também mais cara
(Lanza, 2000; Henning, 2007). Entretanto, a quantidade de marcas que pode ser
gerada é virtualmente ilimitada, uma vez que o nimero de bandas obtidas pode ser
aumentado, variando-se as enzimas de restricdo e a combinacdo dos primers de

natureza diversa, com um numero diferente de nucleotideos seletivos. Essa
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flexibilidade permite a manipulacdo direta na geracdo de fragmentos de AFLP

(Borém e Caixeta, 2009; Kumar et al., 2009).
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Figura 7 - Esquema das etapas do método AFLP obtido de Arif et al. (2010).
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2.4.1. Uso do AFLP em cactaceas

Atualmente, ainda h& poucos trabalhos pulicados sobre o uso do AFLP em
cactaceas. No estudo conduzido por Labra et al. (2003), foram usados os
marcadores AFLP e cpSSR (Chloroplastic Simple Sequence Repeat) para a
caracterizacdo de espécies de Opuntia e analise das relacdes entre as espécies
diferentes. Os resultados mostraram que a combinacdo de marcadores cpSSR e
AFLP forneceu uma estimativa quantitativa das relacdes genéticas entre varias
espécies de Opuntia. Uma atencdo especial foi dada a relagdo genética entre
Opuntia ficus-indica e Opuntia megacantha: individuos de diferentes popula¢des das
duas espécies foram analisados com ambos os marcadores moleculares e foi
detectada uma constituicdo genética comum de O. ficus-indica e O. megacantha.
Com base em dados moleculares, caracteristicas morfolégicas e distribuicdo
biogeografica, os autores sugeriram que O. ficus-indica deveria ser considerada uma
forma domesticada de O. megacantha.

Um outro estudo com o género Opuntia foi realizado por Nilsen et al. (2005).
O trabalho focou seis formas tradicionalmente classificadas como Opuntia pilifera,
usadas como alimento pelos indigenas Popoloca em San Juan Atzingo. O
conhecimento tradicional de como distinguir essas formas é preservado na
comunidade local, com base no sabor do fruto, na cor, no tamanho e no nimero de
espinhos nos frutos e cladédios. O fingerprinting genético com 129 AFLPs néo se
correlacionou com a classificacdo morfolégica tradicional de 67 cactos. Além disso,
os AFLPs distinguiram facilmente os 67 cactos O. pilifera analisados do grupo
composto por 17 cactos O. Velutina silvestres.

O AFLP foi utilizado por Faria-Tavares et al. 2013 para estimar a diversidade
genética de mandacaru (género Cereus) e diferenciar 17 acessos cultivados em
diferentes regides do Brasil. Os seis pares de primers usados amplificaram 348
marcadores AFLP, dos quais 282 (81%) foram polimorficos. A porcentagem de
fragmentos polimorficos variou de 62,5% para a combinacdo de primer E-AAC/M-
CAG a 91,7% para o E-ACT/M-CAC. O maior numero de marcadores informativos
(67) foi detectado usando a combinacdo de primer E-ACA/ M-CAG, enquanto a
combinacdo E-AGC/M-CTC revelou o menor numero de fragmentos polimérficos
(46) em plantulas de mandacaru. O valor da identidade de Nei entre os acessos de

mandacaru foi de 0,6348 a 0,8343 para plantas das regides sul e nordeste, 0,6348 a
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0,6529 entre acessos das regides sudoeste e nordeste e 0,6193 a 0,6944 entre
acessos das regides sul e sudoeste. A semelhanca entre as regides sul, nordeste e
sudoeste indica que as plantas das trés regides podem ser espécies diferentes do
género Cereus: C. peruvianus ou C. repandus (regido sul), C. jamacaru (regido
nordeste) e C. hildmaniannus (regido sudoeste). Alternativamente, 0s acessos

podem pertencer a uma espécie em processo de especiacao.
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CAPITULO |
Transferibilidade de loci microssatélites para a caracterizacdo genética de

Pilosocereus gounellei (Web.) Byl. & Rowl.

RESUMO

A proposta no presente trabalho foi verificar a transferéncia de primers
microssatélites desenvolvidos para cactaceas, para a caracterizacdo genética de P.
gounellei, uma espécie de cacto comum no semiarido nordestino, regidao que esta
sob o dominio geoecoldgico do bioma Caatinga, onde esta espécie € popularmente
conhecida como xiguexigue. Para a caracterizacdo de loci microssatélites, foram
avaliados 33 pares de primers microssatélites desenvolvidos para diferentes
espécies de cactaceas. Desta avaliacdo, foram selecionados oito pares de primers
microssatélites desenvolvidos para Astrophytum asterias, Polaskia chichipe e
Echinocactus grusonii, conferindo uma transferibilidade de 24,24% destes primers
para P. gounellei. O polimorfismo médio para as plantulas descendentes de 17
amostras de P. gounellei foi de 73,05%; os loci avaliados apresentaram 18 alelos,
com uma média de 3,6 alelos por locus. A metodologia de transferéncia de
microssatélites de diferentes espécies de cactaceas para P. gounellei pode ser
considerada eficiente para evidenciar varios loci e identificar diferentes alelos. A
divergéncia genética € baixa entre as amostras de P. gounellei dos trés estados
analisados e alta dentro das amostras de cada estado. Os primers AaB6, AaH11,
mMEgR17, mEgR63, mEgR98, Pchi2l, Pchi44 e Pchi47 podem ser recomendados

para comparar e discriminar amostras de populacdes de P. gounellei.

Palavras-chave: Cactaceae, xiquexique, polimorfismo, marcadores moleculares.
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Transferability of microsatellite loci for genetic characterization of
Pilosocereus gounellei (Web.) Byl. & Rowl.

ABSTRACT

The objectives of our study were to assess the rate of transferability of primer pairs
for Simple Sequence Repeats (SSRs) previously developed for Cactaceae and
genetic characterization of P. gounellei. For the characterization of microsatellite
markers a set of 33 primer pairs was evaluated. Eight primer pairs have been found
to be transferable. However only five have revealed polymorphisms. Characterization
of the five polymorphic markers in 85 individuals belonging to 17 different samples
from Piaui, Bahia e Rio Grande do Norte states has revealed that the numbers of
alleles per locus range from two to six with a mean number of 3.6. In this study, a
total of 18 alleles has been detected. The microsatellite transferability methodology of
different species of Cactaceae to P. gounellei can be considered efficient to reveal
several loci and identify different alleles. The genetic divergence is low among the
sample of P. gounellei of three States surveyed and high within the samples from
each State. The primers AaB6, AaH11, mEgR17, mEgR63, mEgR98, Pchi2l, Pchi44
and Pchi47, should be recommended to compare and discriminate samples of
populations of P. gounellei.

Keywords: Cactaceae, xiquexique, polymorphism, molecular markers.
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1. INTRODUCAO

Os cactos podem se desenvolver em ambientes aridos e semiaridos e, em
muitos desses locais, constituem-se em recursos importantes para animais e
humanos (Nobel, 2002). E o caso de determinadas regides semiaridas do Nordeste
brasileiro, nas quais as cactaceas nativas, devido as poucas alternativas
alimentares, tém sido utilizadas nos periodos de secas prolongadas como um dos
principais suportes forrageiros dos ruminantes (Silva et al., 2005). Entre essas
cactaceas, destacam-se o mandacaru (Cereus jamacaru P. DC.), o facheiro
(Pilosocereus pachycladus Ritter), o xiquexique (Pilosocereus gounellei (Web.) Byl. &
Rowl.) e o coroa-de-frade (Melocactus bahiensis Britton & Rose) (Cavalcanti e
Resende, 2007).

Sobre o xiguexique, ele ocorre em toda a regido Nordeste, com ampla
distribuicAo na Caatinga, sendo encontrado em solos areno-pedregosos e
afloramentos rochosos (Rocha e Agra, 2002). A distribuicdo deste cacto ocorre
principalmente nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Bahia (Silva et al.,
2005). No Ceara, foi realizado um levantamento da familia Cactaceae por Menezes
et al. (2011) e a respeito do xiquexique, foram obtidas as coordenadas geograficas
dos locais de distribuicdo desse cacto em todo o estado.

O xiquexique tem sido utilizado na alimentagédo de vacas leiteiras (Silva et
al., 2005), ovinos (Silva et al., 2010a), novilhas (Silva et al., 2010b), cabras (Silva et
al., 2011a) e humanos (Lucena et al., 2012; Nascimento et al., 2012). Por ser uma
espécie adaptada as condi¢cdes do semiarido nordestino, é importante a realizacao
de estudos que contribuam para que a mesma seja incluida como mais uma opc¢éao
de reserva estratégica de agua e alimentos para ruminantes em periodos de seca no
Nordeste, além da adequacado agroecoldgica para o manejo sustentavel da espécie.

Pesquisas que tratem da estimativa de parametros genéticos para essa
espécie s&o necessarias. E possivel que a transferéncia de primers microssatélites
desenvolvidos para outras espécies de cactaceas possa ser usada para a
caracterizacdo genética de P. gounellei. Os marcadores microssastélites, também
designados como locus SSR (Simple Sequence Repeats, ou sequéncias simples
repetidas de DNA), tém sido os marcadores moleculares de escolha para

melhoristas moleculares devido a sua herangca codominante, natureza multialélica e
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facil deteccdo. Os SSRs genbmicos tem sido extensivamente usados para
mapeamento, andlise de diversidade genética e melhoramento de plantas (Castillo
et al, 2008; Mokhtar et al., 2011). Entretanto, devido ao consumo de tempo e ao
custo alto do isolamento dos SSRs, é vantajoso utilizar em novas espécies
sequéncias de primers ja identificadas em outras espécies proximamente
relacionadas (Ekué et al., 2009; Gutierrez et al., 2005; Mnejja et al., 2010; Datta et
al., 2010). Este método tem sido proposto como muito mais facil e barato que o
desenvolvimento de novos primers SSR. Os marcadores SSR transferiveis séo
especialmente importantes quando ha escassez de marcador polimorfico em regides
especificas do genoma. Marcadores de regides comparaveis de genomas
relacionados podem ser usados (Yildirim et al., 2009).

Uma vez que nao foram encontrados registros na literatura sobre parametros
genéticos da espécie P. gounellei, assim como ndo existem primers SSR
desenvolvidos para a mesma, 0 objetivo no presente estudo foi investigar a
transferibilidade de 33 loci microssatélites de cactaceas para caracterizar
geneticamente essa espécie, utilizando plantulas pertencentes a amostras de

populacdes provenientes dos estados da Bahia, Piaui e Rio Grande do Norte.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Para a andlise da transferibilidade e caracterizacdo genética da espécie P.
gounellei com loci microssatélites, foram utilizadas de quatro a seis plantulas obtidas
de um fruto de cada uma das 17 amostras coletadas em jardins, areas de ocorréncia
natural e campo experimental e de producao, resultando em um total de 85 plantulas
analisadas. As amostras foram coletadas em municipios do estado do Piaui (Campo
Maior, Picos e Teresina), Rio Grande do Norte (Cruzeta) e Bahia (Oliveira dos

Brejinhos, localidade Queimada Nova) (Quadro 3 e Figura 8).

Quadro 3 - Locais de coleta dos frutos de xiquexique (Pilosocereus gounellei), com
as respectivas coordenadas geogréficas e quantidade de plantulas utilizadas para a
avaliacdo da transferibilidade e diversidade genética com o marcador molecular
microssatélite

. Coordenadas Cadigo Ndmero de plantulas
Cidade/Estado g : .
geograficas e altitude da amostra analisadas por amostra
Latitude: 04°49'40”S CM(PI)09 6
1.Campo Maior (PI) Longitude: 42 ° 16’ W CM(P)14 4
Altitude: 125 m
Latitude 07°04'37"S PI(P1)03 5
2. Picos (PI) Longitude 41°28'01" W

Altitude: 206 m

Latitude de 5°5'20"S TE(PI)01 4
. Longitude de TE(PI)02 4
3. Teresina (P1) 42°48'07"W TE(PI)16 4

Altitude de 72 m

CR(RN)04 4

CR(RN)05 6

Latitude de 6° 26’ S CR(RN)06 5

4.Cruzeta (RN) Longitude de 36° 35’ W CR(RN)08 5
Altitude de 230m CR(RN)10 5

CR(RN)15 5

CR(RN)17 5

5.0liveira dos Latitude de 10°56°9”S QN(BA)07 6
brejinhos, localidade Longitude de QN(BA)11 5
Queimada Nova 41°56°'51"W QN(BA)12 6
(BA) Altitude de 550 m QN(BA)13 6
85

Total
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Figura 8 - Mapa do Brasil com a localizagao dos cinco pontos de coleta dos frutos de
Pilosocereus gounellei, frutos dos quais foram obtidas as sementes que deram
origem as plantulas utilizadas no presente trabalho. Bahia: Queimada Nova; Piaui:
Campo Maior, Picos e Teresina; Rio Grande do Norte: Cruzeta.

2.2. Germinagédo das sementes

Cerca de 20 sementes de cada fruto foram embebidas em agua destilada
por 24 horas, para quebrar a dorméncia, conforme descrito por Carvalho et al.
(2008). Estas sementes foram lavadas, utilizando detergente comercial por
aproximadamente 25 minutos, realizando trés enxadgues com agua destilada
autoclavada. Em seguida, as sementes foram esterilizadas em solugdo 1:1 de

hipoclorito de sédio comercial por uma hora. Apéds a esterilizacdo, em camara de
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fluxo laminar, cerca de 20 sementes foram lavadas com agua destilada autoclavada
e inoculadas em meio de cultura descrito por Knudson (1946), previamente
acondicionado em frascos de vidros estéreis (Quadro 4). O meio de cultura K-C
(Knudson, 1946) tem sido utilizado para a germinacdo de sementes de outras

espécies de cactos desde 1990 (Oliveira et al., 1995).

Quadro 4 - Composicdo do meio Knudson utilizado para germinacao de sementes e
obtencao de plantulas de Pilosocereus gounellei

Composicao Grama(s)/1000 mL de meio de cultura
Macronutrientes

Ca(NOg), 4H,0 1, 00000
KH,PO, 0,25000
MgSO, 7H,0 0,25000
(NH,4)2S0, 0,50000
FeSO,. 7TH20 0,02500
MnSQO,. 4H,0 0,00750
Complementado com micronutrientes

H3BOs 0,00056
MoOs3 0,00016
CuSO, 0,00040
ZnS0Oy4. 7TH,0 0,00331
pH 5,7
Agar 0,56%
Sacarose 2%

ApGs a inoculacéo, os frascos foram vedados com filme de PVC e mantidos
em sala de aclimatacao sob fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 30 °C. Apés a
germinacdo em meio de cultura Knudson, foram obtidas plantulas (Figura 9), para o
estudo da transferibilidade e caracterizagdo genética em P. gounellei. As plantulas
com tamanho entre 3 cm e 5 cm e com idade entre 5 meses e 1 ano, foram retiradas
dos frascos para proceder-se ao isolamento do DNA das mesmas. Foram utilizadas

as plantulas inteiras com raiz.

2.3. Isolamento do DNA

O DNA genbdmico de 85 plantulas de 17 amostras de P. gounellei (Quadro 3)
foi isolado, utilizando o protocolo descrito por Aljanabi et al. (1999) com modificacdes
(Quadro 5). As plantulas previamente maceradas com nitrogénio liquido foram
colocadas em microtubos plasticos (2 mL), sendo adicionados 300 pL de tampéao de
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extragdo e 100 pL de cada um dos reagentes de solubilizacdo de membranas e
antioxidantes. Os microtubos foram agitados para homogeneizacdo e incubados em
banho-maria, durante 1 hora e temperatura de 65 °C, realizando-se agitacfes
suaves a cada 15 minutos. ApOs a retirada dos microtubos da incubacéo, estes
foram deixados por cinco minutos em temperatura ambiente para esfriar. Em
seguida, foi adicionada uma solugdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na
proporcao de 25:24:1 e os microtubos foram agitados suavemente durante 5 min. As
amostras foram centrifugadas por 10 min, com 10.000 rpm em temperatura
ambiente. Logo apds, o sobrenadante foi recuperado e transferido para um
microtubo (1,5 mL) e adicionado 2,5 yL de RNase (10mg/mL). Os sobrenadantes
recuperados foram mantidos em temperatura ambiente por duas horas para a
digestdo do RNA. Apds o periodo de incubacdo com RNase, foi acrescentado 600
ML de uma mistura de cloroférmio:alcool isoamilico na proporgcao de 24:1 e os
microtubos foram agitados durante 5 minutos, repetindo-se 0 mesmo procedimento
de centrifugacédo descrito anteriormente. O sobrenadante foi hovamente coletado e
transferido para outro microtubo (1,5 mL), no qual foram adicionados isopropanol e
cloreto de sédio, a fim de precipitar o DNA, sendo o volume do primeiro igual ao do
sobrenadante e o segundo igual a 1/6 do volume do sobrenadante. Em seguida, os
tubos foram mantidos overnight em -20°C em apds este periodo, foi efetuada uma
centrifugacéo por 20 minutos, a 10.000 rpm e temperatura de 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e o DNA precipitado foi lavado com etanol absoluto gelado por duas
vezes. Apds a segunda lavagem com etanol absoluto, o sobrenadante foi descartado
e 0 DNA precipitado foi seco e ressuspendido em 40 yL de TE (10mM Tris/HCI e
1mM EDTA). Na sequencia, os tubos foram vedados com filme plastico e

armazenados em geladeira a 4 °C.

2.4. Quantificagcdo do DNA

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada por meio de eletroforese em
gel de agarose 0,8% e tampdo TAE 1X (Tris-Acetato 0,04M e EDTA 0,001M),
submetido a 80 V por aproximadamente 1 hora (Hoisington et al., 1994). O DNA
extraido de cada populagéo foi comparado com solucdes de DNA padrédo (Fago 1),
de concentracfes gradativas e conhecidas de 50 ng e 150 ng (Figura 10a). Apos a

eletroforese, o gel foi corado em solugédo de brometo de etidio, contendo 0,5 pg/mL e

59



a imagem foi capturada em sistema de fotodocumentacdo L-PIX HE, Loccus
Biotecnologia. Foi realizada uma certificagdo da quantificacdo, na qual os DNAs das
amostras foram diluidos para uma concentragao de 10 ng/uL, sendo aplicado um
volume de 10 pyL de cada DNA em gel de agarose 0,8%, conforme procedimento
descrito acima, acrescentando-se a concentracéo de 100 ng do Fago A (Figura 10b).
Dessa forma, todas as amostras quantificadas corretamente ficaram com uma

concentracgéo final de 100 ng.

Figura 9 - Plantulas de Pilosocereus gounellei crescendo em meio Knudson. Estas
plantulas foram obtidas a partir da germinacdo de sementes coletadas dos frutos de
diferentes plantas. (a) amostra TE(PI)02; (b) amostra CR(RN)04; (c) amostra
PI(P1)03; (d) amostra QN(BA)07; (e) TE(PI)01; (f) CR(RN)O05.
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Quadro 5 - Protocolo utilizado para a extracdo de DNA de tecidos de caules de
plantulas de Pilosocereus gounellei, segundo Aljanabi et al. (1999)

Tampao de extracao

Tris-HCL 200 mmol/L pH 8,0
EDTA 50 mmol/L pH 8,0
NacCl 2,2 mol/L

CTAB 2%

Sulfito de Sédio 0,06%
Reagentes de Solubilizacdo das membranas e antioxidante

CTAB 20%

N-Lauril Sarcosina 5%

PVP-40 10%

Reagentes de Purificacdo

Fenol:Cloroformio:Alcool Isoamilico (25:24:1) 600 uL

RNAse (10mg/mL) 0,1 ng/ pL
Cloroférmio: Alcool isoamilico (24:1) 600 pL
Reagentes de Precipitacdo

Isopropanol gelado 1 volume

NaCl (5 mol/L) 0, 16 volume
Lavagem do precipitado

Alcool absoluto (2x) 500 uL

50ng 150ng

50ng 100ng 150ng

Figura 10 - Gel de agarose 0,8% utilizado para quantificagdo do DNA extraido de
plantulas de Pilosocereus gounellei (a) e certificacdo da quantificacao (b).
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2.5. Amplificacdo e transferibilidade de marcadores microssatélites de
cactaceas

Para a identificacdo dos marcadores polimorficos entre as plantulas de P.
gounellei a serem avaliadas, foram testados 33 pares de primers, descritos na
literatura para Cactaceas (Quadro 6). Inicialmente, todos os 33 loci amplificaram,
testando-se temperaturas de anelamento encontradas na literatura para os referidos
primers e utilizando o programa descrito por Hardesty et al. (2008) com algumas
modificagcdes. ApoOs o teste inicial, foram realizadas modificagcbes na temperatura de
anelamento de nove loci que ndo amplificaram. Em outros 16 loci, foram realizados
testes utilizando o programa Touchdown PCR (Don et al.,1991) (Quadro 7). Os
testes foram realizados visando a obtencdo de produtos amplificados mais nitidos.
Apbés os testes com diferentes ciclos e temperaturas de anelamento, foram
selecionados os pares de primers que amplificaram regides especificas contendo
polimorfismos. Os primers que ndo amplificaram fragmentos especificos foram

descartados.

Quadro 6 - Condicdes de amplificacdo testadas para os 33 pares de primers
microssatélites de cactaceas, nas populacées de Pilosocereus gounellei utilizando
diferentes nimeros de ciclos e temperaturas de anelamento para a amplificacdo do
DNA das plantulas

Testes com diferentes temperaturas de Testes com diferentes temperaturas de

Locus . Locus .
anelamento e respectivos Autores anelamento e respectivos Autores

Pchis 60°C (Otero-Arnaiz et. al., 2004) 51,4°C (Hughes et al., 2008)

Touchdown PCR (Don et al.,1991) mAbR77 Touchdown PCR (Don et al.,1991)
AY147840 o o

59°C 52°C

. . 51,4°C (Hughes et al., 2008)

Pchi9 60°C (Otero-Arnaiz et. al., 2004)
AY147838 58°C : 57°C mAbR82 'é'(z)yéhdown PCR (Don et al.,1991)
pchi2l 53,8°C (Hughes et al., 2008)

60°C (Otero-Arnaiz et. al., 2004) mAbR86 Touchdown PCR (Don et al.,1991)
AY147837 54 5°

. . 53,8°C (Hughes et al., 2008)

Pchi25 60°C (Otero-Arnaiz et. al., 2004)
AY147836 58°C : 57°C mAbR91 ;’Z)uscohdown PCR (Don et al.,1991)
Pchi44 o . 58°C (Hardesty et al., 2008)
AY147834 59°C (Otero-Amaiz et. al., 2004) MEgR39 Touchdown PCR (Don et al.,1991)
Pchia7 58°C (Hardesty et al., 2008)

60°C (Otero-Arnaiz et. al., 2004) mEgR02 Touchdown PCR (Don et al.,1991)
AY147832 59°C
Pchi54 60°C (Otero-Arnaiz et. al., 2004) mEAR17 58°C (Hardesty et al., 2008)
AY147831 58°C ; 57°C 9 Touchdown PCR (Don et al.,1991)
AaB6 64°C (Terry et al., 2006) MEgR63 58°C (Hardesty et al., 2008)

Touchdown PCR (Don et al.,1991)
AaH11 63°C (Terry et al., 2006) mEgR76 58°C (Hardesty et al., 2008)
64°C (Terry et al., 2006) 58°C (Hardesty et al., 2008)

Aan3 62°C; 59°C MEgR73 Touchdown PCR (Don et al.,1991)
63°C (Terry et al., 2006) 58°C (Hardesty et al., 2008)

AaC3 61°C: 59°C mEgR78 57°C
64°C (Terry et al., 2006) °

AaD9 62°C: 59°C mEgR98 58°C (Hardesty et al., 2008)
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Quadro 6, cont.

64°C (Terry et al., 2006) 58°C (Hardesty et al., 2008)

AaG3 62°C: 59°C mEgR99 ;'gtjéhdown PCR (Don et al.,1991)
53,8°C (Hughes et al., 2008) 51,4° (Hardesty et al., 2008)
mAbRO5 Touchdown PCR (Don et al.,1991) mEgR51 Touchdown PCR (Don et al.,1991)
54,5°C 52°C
53,8°C (Hughes et al., 2008) 51,4° (Hardesty et al., 2008)
mAbR28 Touchdown PCR (Don et al.,1991) mEgR68 Touchdown PCR (Don et al.,1991)
54,5°C 52°C
51,4° (Hardesty et al., 2008)
mAbR40 51,4°C (Hughes et al., 2008) mEgR70 Touchdown PCR (Don et al.,1991)
52°C
mMAbR42 53,8°C (Hughes et al., 2008)

52°C

A PCR (Polimerase Chain Reaction) foi conduzida em termociclador TC-512
(Techne). As reacbes de amplificagdo, em volume final de 20 yL, foram compostas
por 10 ng de DNA, tampéo de reacdo 1X (20 mM de Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM de
KCl), 2,5 mM de MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 1U de Tag-DNA Polimerase
(Invitrogen) e 0,8 yM de cada um dos primers Forward e Reverse especificos
(Quadro 8). Para a temperatura especifica a reagcdo consistiu de aquecimento a
95°C, por 4 minutos, seguida por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94°C, 1
minuto para o anelamento variando de 51,4 °C a 64 °C, dependendo do par de
primer (Quadro 6), e extensado por 1 minuto a 72 °C e extensao final a 72 °C, por 5

minutos (Quadro 9).

Quadro 7 - Sequéncia do programa Touchdown utilizado para amplificacdo do DNA
de Pilosocereus gounellei com 16 primers microssatélites testados

Passo Etapa Temperatura Tempo
1 Desnaturacao inicial 94 °C 1 minuto

2 Desnaturacao 94 °C 1 minuto

3 Anelamento 65 °C (-1 °C/Ciclo) 1 minuto

4 Extensao 72 °C 2 minutos
5 Voltar aos passos 2, 3 e 4 por 9 vezes

6 Desnaturagéo 94 °C 1 minuto

7 Anelamento 55°C 1 minuto

8 Extenséo 72 °C 2 minutos
9 Voltar aos passos 6, 7 e 8 por 19 vezes

10 Extensao final 72 °C 5 minutos
11 Imerséo 10 °C o0
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Quadro 8 - Concentracdes dos reagentes estoques e utilizados nas reacfes de
amplificagéo

R Concentracdo estoque  Concentrac¢do final dos ML/20 uL de
eagentes dos reagent tes/ a &
gentes reagentes/reacao reacao
H,O 12,4
Tampéao 10 X 1X 2,0
MgCl, 25 mM 2,5 mM 2,0
dNTPs 2,5 mM/cada 0,1 M/cada 0,8
Primer (F) 10 uM 0,4 uM 0,8
Primer (R) 10 uM 0,4 uM 0,8
Taqg-DNA 5 U/uL 1U 0,2
Polimerase
DNA 10 ng/uL 10 ng 1,0
Total 20 uL

Quadro 9 - Sequéncia do programa utilizado para amplificacdo do DNA de
Pilosocereus gounellei com os primers microssatélites testados

Passo Etapa Temperatura Tempo
1 Desnaturacéo inicial 95 °C 4 minutos
2 Desnaturagéo 94 °C 1 minuto
3 Anelamento (51,4 °C- 64 °C) 1 minuto
4 Extensao 72 °C 1 minuto
5 Voltar aos passos 2, 3 e 4 por 34 vezes

6 Extensao final 72 °C 5 minutos
7 Imerséo 10 °C o0

2.6. Separacdao dos produtos das amplificacbes

Os produtos das amplificacbes foram separados em gel de agarose
Metaphor (4%), usando tampéao TBE 0,5X (45 mM Tris, 45 mM &cido borico e 1 mM
EDTA). Este gel foi preparado com 50% de agarose Metaphor e 50% de agarose
comum (Invitrogen). A eletroforese foi realizada com 60 V por cerca de 3 horas e 30
minutos. Apés a eletroforese, os géis foram corados em solu¢cdo de brometo de
etidio, contendo 0,5 pg/mL, e a imagem foi capturada em sistema de
fotodocumentacao L- PIX HE, Loccus Biotecnologia. Para a definicdo do tamanho
dos fragmentos amplificados, foi utilizado o Ladder (Invitrogen) de 100 pb.

O gel de poliacrilamida também foi usado para dissipar duvidas sobre
fendtipos homozigotos ou heterozigotos no gel de agarose, pois ele possui menor
porosidade que o gel de agarose e permite que os segmentos de DNA com numeros

de bases muito préximos sejam observados melhor fracionados no gel. Para o

64



preparo do gel foi sugerido o protocolo: 8 mL de solucdo acrilamida/bis-acrilamida
29:1 (8,7 g acrilamida, 0,3 g bis-acrilamida) e 9,6 g ureia. Apos a dissolucdo da
mistura em banho-maria, foi adicionado 2 mL de tampao TBE 10X (0,9 M Tris, 0,9 M
acido bérico e 0,02 M EDTA pH 8,0), 15 pyL de Temed e 300 pL de Persulfato de
amonio 2%. O gel polimerizado foi montado sobre a cuba de eletroforese, utilizando
tampédo TBE 1X para uma pré-corrida de 30 minutos e 200 V. As amostras foram
desnaturadas em um termociclador Techne TC-512. Para isso, foi misturado 7 yL do
produto amplificado a 10 yL de tamp&o desnaturante. Para a definicdo do tamanho
dos fragmentos amplificados, foi utilizado o Ladder (Invitrogen) de 100 pb, acrescido
de tampdao desnaturante. A eletroforese foi realizada em uma voltagem de 200 V por
cerca de 5 horas e 30 minutos. Apos a eletroforese, os géis foram corados com
tampao Syber Gold. A imagem foi capturada em sistema de foto documentagéo L-

PIX HE, Loccus Biotecnologia.

2.7. Andlise dos dados

Os loci microssatélites polimorficos foram analisados, estimando-se o
namero médio de alelos por locus, a heterozigosidade média observada (Ho) e a
esperada (He). O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi examinado para cada
locus e para cada amostra de P. gounellei. Foram estimados também o coeficiente
de endogamia (Fis), déficit de heterozigotos (FIT) e a diversidade genética entre as
populacdes (FsT). A matriz de distancia genética foi calculada para todas as
amostras e usada para plotar o dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Mean Average) (Sneath e Sokal, 1973). A analise bootstrap
(1000 repeticdes) foi desenvolvida para estimar a robustez dos nés. A andlise foi
conduzida por meio do programa POPGENE 1.32 (Yeh, et al., 1999), utilizando-se
os valores da distancia genética de Nei (Nei, 1978).

O programa GENAIEX 6.5 (Peakall e Smouse, 2012) foi usado para realizar
a analise de variancia molecular (AMOVA e Excoffier et al., 1992). Para determinar a
congruéncia entre divergéncia geografica e divergéncia genética, foi realizado o
teste de Mantel (Mantel, 1967).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Transferibilidade de microssatélites

Dos 33 pares de primers microssatélites avaliados, 10 ndo amplificaram em
nenhuma das condi¢cdes testadas, 15 produziram fragmentos e oito geraram
produtos de amplificacdo de tamanhos esperados AaB6 mEgR17 mEgR63 mEgR98
Pchi44. Entre os oito transferiveis, cinco foram polimérficos (Quadro 10). Desta
forma, a transferibilidade média de microssatélites desenvolvidos em diferentes
géneros de cactaceas para P. gounellei foi de 24,24%. O que ha em comum entre as
espécies envolvidas nesse estudo é o fato de todas pertencerem a familia
Cactaceae e, segundo Decroocq et al. (2003), a transferéncia de marcadores de
uma espécie para outra produz uma reducdo de polimorfismo e diversidade alélica
mais pronunciada quando a transférencia ocorre entre espécies filogeneticamente
distantes. Essa mesma observacdo pode ser feita em relacdo ao trabalho
desenvolvido por Garcia-Moreno et al. (2010), no qual foi analisada a transferéncia
de 119 SSRs de girassol (Helianthus annuus L.) para cartamo (Carthamus tinctorius
L.), ambas espécies pertencentes a familia Asteraceae. Dos 119 SSRs testados,
somente 17,6% foram transferiveis para cartamo e 66,6% dos loci foram
polimérficos. Os autores afirmaram que um baixo valor de transferibilidade sugere
gue as regides que flanqueavam as repeticdes ndo eram altamente conservadas.

Dos seis pares de primers microssatélites testados de Astrophytum asterias,
somente um (16,67%) ampliicou o DNA de P. gounellei. De 10 primers
desenvolvidos para Echinocactus grusonii foram transferidos trés para P. gounellei
(30%). Dos sete primers microssatélites testados de Polaskia chichipe, apenas um
(14,28%) amplificou o DNA de P. gounellei (Quadro 10). Em relagédo aos loci
microssatélite isolados para Ariocarpus bravoanus, nenhum amplificou o DNA de P.
gounellei

A espécie E. grusonii, cujos primers mostraram maior transferibilidade, é
uma espécie nativa do México Central e tem uma morfologia bem diferente da
morfologia de P. gounellei. E. grusonii € um cacto globular em forma de barril,
conhecido popularmente como barril dourado ou bola dourada. Por outro lado, a
espécie P. chichipe, que apresentou a menor taxa de transferibilidade (14,28%), é

um cacto colunar, assim como os cactos da espécie P. gounellei. Tais evidéncias
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sao indicativas de que a taxa de transferibilidade de primers para loci SSR em
Cactaceas parecem nao estar relacionadas com a morfologia dos caules das
espécies. De acordo com Zucchi et al. (2002), a chance de sucesso para
transferibilidade de primers microssatélites sera maior quanto menor for a distancia

genética entre as espécies.

Quadro 10 - Conjunto dos primers microssatélites obtidos a partir de trés espécies
de cactaceas e numero de alelos amplificados em Pilosocereus gounellei e na
espécie de origem

Locus L , Numero de alelos na
transferido Especie Ntmero de alelos espécie de origem
AaB6 Astrophytum asterias 6 7

mEgR17 Echinocactus grusonii 4 4

MEgR63 Echinocactus grusonii 2 2

mEgR98 Echinocactus grusonii 2 5

Pchi44 Polaskia chichipe 4 4

Total 18 22

3.2. Caracterizacdo genética

Ao serem analisados em gel de agarose, 0s cinco loci microssatélites
amplificados com o DNA de plantulas descendentes de 17 amostras de populacdes
de P. gounellei, foi verificada a presenca de 18 alelos, com uma média de 3,6 alelos
por locus polimérfico. Com o gel de poliacrilamida, foi confirmado o nimero de alelos
por loci. Para o locus AaB6, foram amplificados seis alelos, enquanto, para os loci
MEgR17 e Pchi44, quatro alelos foram amplificados e, para os loci mEgR63 e
mEgR98, foram obtidos dois alelos, caracterizando o menor ndmero de alelos
(Quadro 10). Embora os primers de A. asterias tenham apresentado menor
transferibilidade que os primers de E. grusonii, no locus AaB6 foi observado o maior
namero de alelos.

O tamanho dos alelos amplificados pelos microssatélites transferidos para P.
gounellei foi altamente variavel, de 23 pb para o locus mEgR63 a 400 pb para o
locus mEgR17 (Quadro 11), indicando que os primers de cactaceas resultaram em
amplificacBes de tamanhos diferentes daqueles observados nas espécies de origem.
E provavel que, nas espécies de origem, tenham ocorrido mutacdes que resultaram

no encurtamento do tamanho dos alelos, conforme as consideracfes feitas por
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Vigouroux et al. (2002), que registram que ha maior probabilidade de mutacbes em
alelos de tamanhos maiores.

Quadro 11 - Sequéncias de nucleotideos dos primers microssatélites, sequéncia de
repeticdo, numero e variacdo no tamanho dos alelos em pares de base (pb)
produzidos em Pilosocereus gounellei e ha espécie de origem

Regido de Regido de
Loci Sequéncia de nucleotideos Blocq qe amplificagao amp“f'f: acao
repeticao em P. na espécie de
gounellei(pb) origem

AaB6 F: CATGCGAACAGATTGAAAAGAGGG (GA)13 80-140 83-99

R: ACTCAGGAAAGACTTACACCATGG
MEgR17 F: ATCGTTGAAAGAGGCGAAA (AG)11 350-400 (330-347)

R: TCCCTCTTCTTCGTCAGAGC
MEgR63 F: TTGAATTGGGTGCTTCACTG (AG)3T(GA)12  23-90 238-253

R: CCCTAAATATGCTGCCGATG
MEgR98 F: ACCCTAGTGGGGTCGAGAAT (AG)12AA(AG)s  190-367 172-187

R: GTCGCCCAGAACCCTAGTCT
Pchi44 F: ATTCAAACAGGCCCACACAG (CA)17 250-313 137

R:GGGTGTTAGAAGGAATAATAGCTTG

A frequéncia dos alelos para os diferentes loci foi muito variada em todas as
plantulas descendentes das 17 amostras de populacdes analisadas (Quadro 12).
Entre todos os loci estudados, o locus AaB6 foi 0 que apresentou o maior nimero de
alelos, seis (Figura 11), sendo o alelo AaB6° detectado somente nas plantulas
provenientes das amostras TE(PI)01, TE(PI)16 e CR(RN)05. No locus mEgR63, foi
observada a presenca do alelo mEgR63' somente em plantulas descendentes da
amostra da populacdo QN(BA)O7, proveniente da localidade Queimada Nova,
municipio de Oliveira dos Brejinhos (BA), havendo fixacéo do alelo mEgR63? para as
demais amostras.

O polimorfismo entre as plantulas descendentes das 17 amostras de P.
gounellei analisadas variou de 60% a 100%, sendo a amostra CR(RN)06 a mais
polimodrfica, com 100% de loci polimérficos. As amostra QN(BA)11, CM(PN14 e
CR(RN)17 foram as menos polimérficas (60%). Por outro lado, as amostras TE(PI)
01, TE(PI) 02, PI(PI) 03, CR(RN) 04, CR(RN) 05, QN(BA) 07, CR(RN) 08, CM(PI) 09,
CR(RN) 10, QON(BA)12, QN(BA)13, CR(RN) 15 e TE(PI) 16 apresentaram 0 mesmo
percentual de polimorfismo, 80% (Quadro 13). O polimorfismo médio para as

plantulas descendentes das 17 amostras foi 73,05%.
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TE(PI)16

Figura 11 - Gel de agarose concentrado 4% utilizado para separar o produto da
amplificagdo do locus SSR AaB6 em diferentes plantulas descendentes das
amostras de Pilosocereus gounellei. A primeira amostra (M) do gel indica o ladder
100pb.

A heterozigosidade média observada variou de 0,12 (QN(BA)11) a 0,56 (CR(RN)10),
enguanto a heterozigosidade média esperada variou de 0,2875 (CM(P1)14) a 0,5611
(QN(BA)7) (Quadro 14). As amostras QN(BA)11, QN(BA)12 e CM(PI)14 foram
homozigotas para trés loci e consequentemente apresentaram os menores valores
de heterozigosidade média observada. O intervalo dos valores da heterozigosidade
esperada nas 17 amostras de populacdes de P. gounellei foi menor que o obtido
para outras espécies de Cactaceas, usando marcadores microssatélites. Otero-
Arnaiz et al. (2004), ao analisarem sete loci polimérficos em Polaskia chichipe,
obtiveram uma heterozigosidade entre 0,188 e 0,797. Na andlise de 12 loci SSRs
polimdrficos em 30 individuos de Echinocactus grusonii, a heterozigosidade variou
entre 0,235 e 0,785 (Hardesty et al., 2008). Hughes et al. (2008), ao estudarem oito
loci polimérficos em populagbes de Ariocarpus bravoanus, obtiveram uma

heterozigosidade esperada entre 0,201 e 0,688.
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Quadro 12 - Frequéncia dos alelos para os diferentes loci microssatélites analisados nas plantulas descendentes das 17 amostras
de Pilosocereus gounellei. Amostras 1, 2 e 16 (Teresina); 3 (Picos); 9 e 14 (Campo Maior); 7, 11, 12, 13 (Bahia); 4, 5, 6, 8, 10, 15 e
17 (RN). Os pontos indicam a auséncia do alelo

Loci 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
AaB6

AaB61 ... ... 0,1000 ..... ... ... 0,6000 ..... 0,3000 ..... ... L 0,2000 ..... ...
AaB62 ... 0,1250 ..... v e 0,8000 ..... 0,4000 ..... 0,1000 ..... 0,1667 0,2500 ..... ... . .
AaB63 0,6250 0,2500 0,8000 0,7500 0,6667 ..... 0,3333 0,4167 0,3000 0,9000 0,4167 0,5833 0,6250 0,2000 0,6250 0,2000
AaB64 ... ... 0,1000 10,1250 ..... 0,1000 0,2500 0,5000 0,2000 0,1000 0,2500 0,1667 0,3750 0,2000 0,2500 0,8000
AaB65 ... 0,6250 ..... 0,1250 10,0833 0,1000 0,4167 0,0833 0,1000 ..... 0,1667 ..... ... 0,4000 ..... ...
AaB66 0,3750 ... ... 0,2500 ..... e e e e e e 0,1250 .....
mEgR17

mEgR171 ... ... ... 0,6250 0,5833 0,4000 0,0833 0,6000 0,7500 0,5000 0,1000 ..... 0,4000 0,5000 0,3000 ..... 0,1000
mEgR172 10,8333 0,3750 0,8000 e 0,5000 10,5833 0,3000 ..... 0,2000 0,5000 0,3333 04000 .... ... 0,5000 0,4000
mEgR173 ... 0,2500 ..... 0,1667 0,1000 0,3333 0,1000 0,2500 0,3000 0,3000 0,6667 0,1000 0,5000 0,4000 0,5000 0,4000
mEgR174 0,1667 0,3750 0,2000 0,3750 0,2500 ..... e, 0,1000 ..... 0,1000 ..... 0,3000 ..... 0,1000
mEgR63

mEQgR631 ... ... 0,5000 ... i e e e e e
mEgR632 11,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,5000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
mEgR98

mEgR981 0,7500 0,7500 0,9000 0,8750 0,5000 0,4000 0,5000 0,4000 0,5000 0,4000 ...... 0,2500 0,2500 0,6250 0,8000 0,3750 0,5000
mEgR982 0,2500 0,2500 0,1000 0,1250 0,5000 0,6000 0,5000 0,6000 0,5000 0,6000 1,0000 0,7500 0,7500 0,3750 0,2000 0,6250 0,5000
Pchi44

Pchi441 0,1250 ... ... 0,2500 ..... 0,2000 0,1667 ... ... ... 0,4000 0,6667 ... ... e e
Pchi442 0,5000 0,3333 10,3000 0,6250 0,8333 ... 0,5000 0,5000 0,8333 0,3000 0,2000 0,3333 0,9167 1,0000 0,2000 0,2500 .....
Pchi443 0,3750 0,3333 0,4000 0,1667 0,6000 0,3333 0,3000 0,1667 0,7000 0,4000 ..... 0,0833 ... 0,8000 0,7500 1,0000
Pchi444 ... 0,3333 0,3000 0,1250 ..... 0,2000 ..... 0,2000 ... o i e e,




Quadro 13 - Estimativas do numero de loci polimérficos N(Ip), numero de loci
monomorficos N(Im) e porcentagem de polimorfismo (%P) para as plantulas
descendentes das 17 amostras de Pilosocereus gounellei

Amostras N(Ip) N(Im) %P

TE(PI) 01 4 1 80%
TE(PI) 02 1 80%
PI(PI) 03 4 1 80%
CR(RN) 04 4 1 80%
CR(RN) 05 4 1 80%
CR(RN) 06 5 0 100%
QN(BA) 07 4 1 80%
CR(RN) 08 4 1 80%
CM(PI) 09 4 1 80%
CR(RN) 10 4 1 80%
QN(BA)11 3 2 60%
QN(BA)12 4 1 80%
QN(BA)13 4 1 80%
CM(P1)14 3 2 60%
CR(RN) 15 4 1 80%
TE(PI) 16 4 1 80%
CR(RN) 17 3 2 60%

O género Pilosocereus tem sido descrito como um grupo de espécies da

América do Sul que apresenta altos niveis de diversidade genética, usando

marcadores isoenzimaticos: P. lanuginosus (He = 0,274), P. aureispinus (He
0,284), P. viloboensis (He = 0,292), P. machrissii (He = 0,380), e P. tillianus (He
0,352) (Nassar et al., 2003; Moraes et al., 2005; Figueredo et al., 2010). Com 0 uso

dos marcadores microssatélites na espécie P. gounellei, o nivel de heterozigosidade

meédia foi muito superior (He = 0,5236) ao descrito para as demais espécies do
género usando marcadores isoenzimaticos. As estimativas do numero de alelos por
locus polimérfico (Na), numero efetivo de alelos (Ne) e heterozigosidade média
observada (Ho) apresentaram os valores maiores nas plantulas de P. gounellei das
amostras CR(RN)10 e QN(BA)7, indicando que valores maiores de diversidade
genética para os loci AaB6, mEgR17, mEgR63, mEgR98, Pchi44 sdo esperados em

plantas de P. gounellei nos estados do Rio Grande do Norte e Bahia.
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Quadro 14 - Parametros de diversidade genética avaliados para as plantulas descendentes das 17 amostras de populacdes de
Pilosocereus gounellei obtidos mediante analise de cinco loci microssatélites

L

TE(PI) 01 TE(PI) 02 PI(PI) 03
Loci Na Ne Ho He Na Ne Ho He Na Ne Ho He
AaB6 2,0000 1,8824 0,7500 0,4688 3,0000 2,1333 0,2500 0,5312 3,0000 1,5152 0,2000 0,3400
mEgR17 2,0000 1,3846 0,3333 0,2778 3,0000 2,9091 0,7500 0,6562 2,0000 1,4706 0,4000 0,3200
mEgR63 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000
mEgR98 2,0000 1,6000 0,5000 0,3750 2,0000 1,6000 0,5000 0,3750 2,0000 1,2195 0,2000 0,1800
Pchi44 3,0000 2,4615 0,2500 0,5938 3,0000 3,0000 0,6667 0,6667 3,0000 2,9412 0,6000 0,6600
Média 2,0000 1,6657 0,3667 0,3431 2,4000 2,1285 0,4333 0,4458 2,2000 1,6293 0,2800 0,3000

CR(RN) 04 CR(RN) 05 CR(RN) 06
Loci Na Ne Ho He Na Ne Ho He Na Ne Ho He
AaB6 3,0000 1,6842 0,5000 0,4062 3,0000 1,9459 0,6667 0,4861 3,0000 1,5152 0,4000 0,3400
mEgR17 3,0000 1,8824 0,7500 0,4688 3,0000 2,3226 0,5000 0,5694 3,0000 2,3810 0,2000 0,5800
mEgR63 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000
mEgR98 2,0000 1,2800 0,2500 0,2188 2,0000 2,0000 0,6667 0,5000 2,0000 1,9231 0,8000 0,4800
Pchi44 2,0000 2,1333 0,2500 0,5312 2,0000 1,3846 0,0000 0,2778 3,0000 2,2727 0,6000 0,5600
Média 2,2000 1,5960 0,3500 0,3250 2,2000 1,7306 0,3667 0,3667 2,4000 1,8184 0,4000 0,3920

QN(BA) 07 CR(RN) 08 CM(PI) 09
Loci Na Ne Ho He Na Ne Ho He Na Ne Ho He
AaB6 3,0000 2,8800 0,1667 0,6528 2,0000 2,0000 0,2000 0,5000 3,0000 2,3226 0,3333 0,5694
mEgR17 3,0000 2,1818 0,1667 0,5417 2,0000 1,9231 0,0000 0,4800 2,0000 1,6000 0,1667 0,3750
mEgR63 2,0000 2,0000 1,0000 0,5000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000
mEgR98 2,0000 2,0000 0,6667 0,5000 2,0000 1,9231 0,8000 0,4800 2,0000 2,0000 1,0000 0,5000
Pchid4 3,0000 2,5714 0,3333 0,6111 3,0000 2,6316 0,6000 0,6200 2,0000 1,3846 0,3333 0,2778

Média 2,6000 2,3266 0,4667 0,5611 2,0000 1,8955 0,3200 0,4160 2,0000 1,6614 0,3667 0,3444




€L

Quadro 14, Cont.

CR(RN) 10 QN(BA)11 QN(BA)12
Loci Na Ne Ho He Na Ne Ho He Na Ne Ho He
AaB6 5,0000 4,1667 0,8000 0,7600 2,0000 1,2195 0,2000 0,1800 4,0000 3,4286 0,5000 0,7083
mEgR17 3,0000 2,6316 0,6000 0,6200 4,0000 2,7778 0,4000 0,6400 2,0000 1,8000 0,0000 0,4444
mEgR63 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000
mEgR98 2,0000 1,9231 0,8000 0,4800 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 2,0000 1,6000 0,5000 0,3750
Pchi44 2,0000 1,7241 0,6000 0,4200 3,0000 2,7778 0,0000 0,6400 2,0000 1,8000 0,0000 0, 4444
Média 2,6000 2,2891 0,5600 0,4560 2,2000 1,7550 0,1200 0,2920 2,2000 1,9257 0,2000 0,3944
QN(BA)13 CM(PI)14 CR(RN) 15
Loci Na Ne Ho He Na Ne Ho He Na Ne Ho He
AaB6 3,0000 2,3226 0,5000 0,5694 2,0000 1,8824 0,2500 0,4688 4,0000 3,5714 0,4000 0,7200
mEgR17 4,0000 2,9412 0,2000 0,6600 2,0000 2,0000 0,0000 0,5000 3,0000 2,9412 0,6000 0,6600
mEgR63 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000
mEgR98 2,0000 1,6000 0,5000 0,3750 2,0000 1,8824 0,7500 0,4688 2,0000 1,4706 0,4000 0,3200
Pchi44 2,0000 1,1803 0,1667 0,1528 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 2,0000 1,4706 0,4000 0,3200
Média 2,4000 1,8088 0,2733 0,3514 1,6000 1,5529 0,2000 0,2875 2,4000 2,0908 0,3600 0,4040
TE(PI) 16 CR(RN) 17
Loci Na Ne Ho He Na Ne Ho He
AaB6 3,0000 2,1333 0,7500 0,5312 2,0000 1,4706 0,4000 0,3200
mEgR17 2,0000 2,0000 0,0000 0,5000 4,0000 2,9412 0,2000 0,6600
mEgR63 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000
mEgR98 2,0000 1,8824 0,7500 0,4688 2,0000 2,0000 0,6000 0,5000
Pchi44 2,0000 1,6000 0,5000 0,3750 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000
Média 2,0000 1,7231 0,4000 0,3750 2,0000 1,6824 0,2400 0,2960

Na = ndmero de alelos observados; Ne = nimero efetivos de alelos; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada



Na analise global das 17 amostras de P. gounellei, os loci mEgR63 e
MEQgR98 apresentaram valores negativos para o coeficiente de endogamia (Fis),
indicando um excesso de heterozigotos para os referidos loci (Quadro 15). O valor
médio de Fis para os cinco loci foi de 0,0982. Os loci mEgR17 e Pchi44
apresentaram altos valores de Fis. Em se tratando de popula¢des de cactos auto-
incompativeis, a ocorréncia de altos valores de Fis € explicada por eventos, tais
como endocruzamentos biparentais dentro de populacdes relativamente pequenas e
parcialmente isoladas, ou pela vantagem adaptativa de homozigotos, ou pela
estrutura clonal das populacdes (Moraes et al., 2005).

A analise da diferenciacao genética entre as plantulas de P. gounellei (FsT =
0,2846) ¢é indicativo de uma diferenciacdo genética muito alta entre as amostras de
P. gounellei. De acordo com os postulados de Wright (1978), valores de FST maiores
que 0,25 sdo encontrados quando a frequéncia dos alelos nas populacdes
comparadas sao altamente divergentes. Para a espécie P. gounellei, os loci mEgR63
e Pchi44 apresentaram os maiores valores de FsT (Quadro 15), indicando que a
frequéncia dos alelos nestes loci é altamente divergente nas amostras da espécie
analisada. Estes loci podem, portanto, serem indicados como adequados para
comparar e discriminar amostras de P. gounellei. No Quadro 15, pode ser
observado, ainda, que os loci mEgR17 e AaB6 também apresentaram valores de
FsT > 0,25 e, assim, 0 uso dos primers mEgR17 e AaB6 pode ser recomendado para
discriminar amostras de P. gounellei. Embora no locus mEgR98 tenha sido
observado o menor valor de FsT (0,2232), este valor esta no intervalo FsT de 0,15 a
0,25, considerado por Wright (1978) como indicativo de divergéncia genética alta
entre as populacdes comparadas. Desta forma, o primer mEgR98 também pode ser
recomendado para comparar e discriminar amostras de populacdes de P. gounellei.
Hamrick et al. (2001) tém postulado que a diferenciacdo entre populacdes de cactos
colunares esta associada ao potencial dos vetores de disperséo de polen. Um nivel
alto de diferenciacdo entre populacbes de Lophocereus schottii tem sido atribuido a
limitada capacidade de dispersdo do seu polinizador, a mariposa Upiga virescens
(Fleming e Holland, 1998). Nas espécies de cactos cujo consumo e dispersao dos
frutos séo realizados por passaros e morcegos, 0S quais podem percorrer grandes
distancias, € possivel verificar menores niveis de diferenciacdo, porque a dispersao
das sementes pode contribuir para a troca de material genético. Em P. gounellei, 0

valor do fluxo génico (Nm = 0,628) pode ser considerado intermediario (0,25 < Nm <
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0,99; Govindajaru, 1989), permitindo que a forma de dispesdo dos frutos por
animais, ou mesmo pela disceminagcdo humana, determine um fluxo génico de valor
intermediario entre as amostras de P. gounellei localizadas em regifes diferentes do
Nordeste do Brasil.

A heterozigosidade média esperada foi de 0,5236 para as plantulas obtidas
das 17 amostras de P. gounellei, enquanto a heterozigosidade média observada foi
de 0,3339. Menores valores de Ho podem estar relacionados a falta de fluxo génico
entre populacbes ou pequeno tamanho populacional, polinizacdo e pequeno

tamanho amostral.

Quadro 15 - Estimativa do numero de alelos observados (Na) e numero efetivo de
alelos (Ne), coeficiente de endogamia (Fis), déficit de heterozigotos (FIT), proporcéo
de diferenciacdo génica (FsT), fluxo génico (Nm), heterozigosidade observada (Ho) e
esperada (He) para as plantulas descendentes das 17 amostras de Pilosocereus
gounellei

Loci N Na Ne Fis FiIT FsT Nm Ho He

AaB6 170 6,0000 3,2428 0,1503 0,3797 0,2699 0,6762 0,4235 0,6916
mEgR17 166 4,0000 3,579 0,4118 0,5707 0,2703 0,6750 0,3012 0,7206
mEgR63 170 2,0000 11,0731 -1,0000 -0,0303 10,4848 0,2656 0,0706 0,0681
mEgR98 170 2,0000 2,0000 -0,4680 -0,1404 0,2232 0,8703 0,5765 0,5000

Pchi44 168 4,0000 2,7579 0,5134 0,5134 0,3436 0,4777 0,2976 0,6374
Média 169 3,6000 2,5307 0,0982 0,3548 0,2846 0,628 0,3339 0,5236

A andlise das frequéncias genotipicas também indica que os loci estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg para a maioria das amostras analisadas (Quadro 16),
estando o locus mEgR98 em equilibrio de Hardy-Weinberg para as 17 amostras.
Dessa forma, a maior parte dos desvios das propor¢cbes do equilibrio de Hardy-
Weinberg ocorreu por acaso. O locus AaB6 ndo apresentou equilibrio de Hardy-
Weinberg para as amostras QN(BA)07, CR(RN)10, QN(BA)12 e CR(RN)15. As
amostras para as quais o locus mEgR17 ndo se encontrou em equilibrio de Hardy-
Weinberg foram: TE(PI)02, CR(RN)05, CR(RN)10, QN(BA)13, CR(RN)15 e
CR(RN)17. Em relagdo ao locus Pchi44, ndo houve equilibrio de Hardy-Weinberg
nas amostras PI(P1)03, CR(RN)05, QN(BA)07 e QN(BA)11. Sobre o locus mEgR63,
foi encontrado equilibrio de Hardy-Weinberg somente na amostra QN(BA)07, uma

vez que somente nesta amostra foi observada a existéncia de heterozigotos.
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Quadro 16 - Teste do y>-quadrado para verificar o Equilibrio de Hardy—Weinberg
para os cinco loci de microssatélites analisados nas plantulas descendentes das 17
amostras de Pilosocereus gounellei

Loci

AaB6 mEgR17 MEQgR63 mMEgR98 Pchi44
Amostras
TE(PI)O1 0,9000* 0,0000* 0,2000* 5,3333*
TE(PI)02 7,2000* 10,000 e 0,2000* 7,0000*
PI(PI1)03 9,1428* 0,1428* 0,0000* 10,000
CR(RN)0O4 0,2000* 0,9000* 0,0000* 7,2000*
CR(RN)05 1,0714* 11,809 0,3555* 11,111
CR(RN)O6 0,1428* 6,4000* e 1,6000* 1,1500*
QN(BA)07 10,133 7,6190* 5,0000* 0,3555* 11,600
CR(RN)08 2,5600* 6,4000* 1,6000* 5,2000*
CM(PNH0O9 3,5333* 2,9629* 5,0000* 0,1111*
CR(RN)10 14,000 10,300 1,6000* 0,5714*
QN(BA)11 0,0000* 6,4000* 16,000
QN(BA)12 13,800 7,6190* 0,4166* 7,6190*
QN(BA)13 3,4285* 16,000 0,4166* 0,0000*
CM(PI)14 1,6000* 5,3333* 0,9000*
CR(RN)15 19,000 10,000 0,1428* 0,1428*
TE(PI)16 0,9000* 5,3333* 0,9000* 0,2000*
CR(RN)17 0,1428* 16,000 0,0400*

*Locus em equilibrio de Hardy-Weinberg a 5% de probabilidade.

As relacdes de identidade e distancia genética entre as plantulas de P.
gounellei das amostras CM(PI)9 e CM(PI)14 apresentaram o menor valor de
distancia genética (0,0154) e o maior valor de Identidade genética de Nei (0,9847),
sendo, portanto, as mais idénticas. As amostras CR(RN)4 e CR(RN)17 foram as
mais distantes, pois apresentaram o maior valor de distancia genética (0,5947),
assim como o menor valor de Identidade genética de Nei (0,5517). As relacdes de
distancia e identidade entre as populacées podem ser observadas na Figura 12. No
agrupamento apresentado no dendrograma desta Figura & possivel visualizar trés
grupos, nos quais as amostras de P. gounellei foram organizadas de acordo com as
distancias genéticas entre elas, mas nao foram agrupadas de acordo com os trés
locais de coleta (PI, RN, e BA), regido nordeste do Brasil.

A andlise comparativa entre as amostras de plantulas obtidas dos estados
do Piaui, Bahia e Rio Grande do Norte evidenciou que o numero efetivo de alelos e a
heterozigosidade média esperada apresenta valores maiores nas amostras de
plantulas do RN (Quadro 17), mas a divergéncia genética entre as amostras dos trés
estados € baixa (FsT = 0,0561) (Quadro 18) o que pode ser confirmado pela AMOVA
(Quadro 19).

76



Quadro 17 - Estimativa do numero de alelos por locus (Na), numero efetivo de alelos
(Ne) e heterozigosidade média observada (Ho) e esperada (He) nas amostras de
Pilosocereus gounellei dos trés estados do Nordeste do Brasil: Piaui (Pl), Bahia (BA)
e Rio Grande do Norte (RN)

Amostras Na Ne Ho He

Pl 3.4 2,2654 0,3382 0,4732
BA 3.0 2,2082 0,2711 0,5007
RN 3,4 2,5638 0,3714 0,5091
Média 3,6 2,5307 0,3339 0,5236

Valores de FsT entre 0,05 a 0,25, conforme com Wright (1978), indicam
diferenciacdo genética moderada e valores iguais ou menores que 0,05 indicam uma
baixa diferenciacdo genética entre as populacdes comparadas. Em P. gounellei, a
divergéncia genética entre as plantulas dentro de cada estado é muito alta, de modo
gue, a compracao entre as amostras dos trés estados demonstra que a divergéncia
na frequéncia dos alelos dos loci Pchi44, AaB6, mEgR63, mEgR17 e mEgR98 é
baixa.

Quadro 18- Valores do numero de alelos por locus (Na), numero efetivo de alelos
(Ne), coeficiente de endogamia (Fis), déficit de heterozigotos (FIT), e divergéncia
genética (FsT) nos loci microssatélites entre as amostras de Pilosocereus gounellei
dos trés Estados do Nordeste do Brasil: Piaui (Pl), Bahia (BA), e Rio Grande do
Norte (RN)

Locus N Na Ne Fis FIT FsT

Pchi44 168 4.0 2,7579 0,5210 0,5524 0,0655
AaB6 170 6,0 3,2428 0,3816 0,3930 0,0184
mEgR63 170 2,0 1,0731 -0,1500 -0,0455 0,0909
mEgR17 166 4.0 3,5796 0,5852 0,6041 0,0454
mEgR98 170 2,0 2,0000 -0,2652 -0,1298 0,1070
Média 3,6 2,5707 0,3417 0,3786 0,0561

Valores altos de heterozigosidade média esperada também foram
observados nas amostras dos estados da Bahia (He = 0,5007) e do Piaui (He =
0,4732). O maior valor de identidade genética observado na comparacdo das
amostras dos trés estados foi observado entre as plantulas do Piaui e do Rio Grande
do Norte (I = 0,9571) e a menor identidade foi estimada entre as plantulas da Bahia
e Rio Grande do Norte (I = 0,8762), indicando que a maior identidade entre as
amostras ndo estad relacionada com a localizacdo geografica das mesmas. A
auséncia de correlacdo entre distancia geografica e distancia genética foi

conprovada pelo teste de Mantel, cujo valor de R, foi 4 x 10°®.
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Figura 12 - Dendrograma gerado pelo método de UPGMA para distancias genéticas
obtidas pelo método de Nei (1978) entre as plantulas descendentes das 17 amostras
de Pilosocereus gounellei, utilizando o programa POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999).

A determinagcdo das relacbes de identidade e divergéncia entre as
populacées é um fator importante para conhecer os genoétipos de cada uma delas,
no sentido de orientar 0 manejo destas, seja para organizar reservas de
biodiversidade para a espécie, selecionando sementes dos locais que apresentaram
maior polimorfismo, seja para programar cruzamentos entre exemplares

geneticamente mais distantes e, principalmente, para ilustrar o intervalo detectado
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na espécie. As amostras de P. gounellei de qualguer um dos trés estados podem ser

indicadas para compor programas de conservacao da espécie.

Quadro 19 - Analise da variancia molecular (AMOVA) para 85 genotipos de
Pilosocereus gounellei de 17 amostras baseada em seis loci polimérficos

o Graus de Soma dos Componentes de  Percentagem
Fonte de variacao . a oo
liberdade quadrados variancia de variacdo
Entre amostras 16 97,353 6,085 28%
Dentro das 68 141,800 2,085 72%
amostras
Total 84 239,153 100%

Considerando a alta divergéncia genética encontrada entre as amostras de
um mesmo estado, as plantulas com menor identidade genética (Figura 12) podem
ser selecionadas para cruzamentos, visando a ampliacdo da base genética da

espécie para subsidiar programas de melhoramento.
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4. CONCLUSOES

A metodologia de transferéncia de microssatélites de diferentes espécies de
cactdceas para Pilosocereus gounellei pode ser considerada eficiente para
evidenciar varios loci e identificar diferentes alelos. Este procedimento foi eficiente
para caracterizar geneticamente as plantulas descendentes das 17 amostras de
populacbes e também o poderd ser para analisar a diversidade genética de
populacées de P. gounellei distribuidas em diferentes regides.

Ha baixa divergéncia genética entre as amostras de P. gounellei dos trés
estados analisados, sendo possivel a coleta de amostras em qualquer um dos trés
locais para representar a diversidade genética contida na espécie. A divergéncia
genética € alta dentro das amostras de cada estado.

Os primers AaB6, AaH11, mEgR17, mEgR63, mEgR98, Pchi2l, Pchi44 e
Pchi47 podem ser recomendados para comparar e discriminar amostras de

populacdes de P. gounellei.
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CAPITULO Il

Diversidade genética de Pilosocereus gounellei (Cactaceae), utilizando AFLP

RESUMO

Empregou-se a técnica de marcador molecular AFLP (Polimorfismo do Comprimento
dos Fragmentos Amplificados) para estimar a diversidade genética em 21 amostras
de P. gounellei, provenientes dos estados do Piaui, Bahia e Rio Grande do Norte, no
Brasil. As sete combinacdes de primers AFLP geraram 703 fragmentos, dos quais
700 (99,21%) foram polimorficos entre as 21 amostras estudadas. A porcentagem
média de loci polimérficos entre as combinacdes utilizadas variou de 95,3%, para a
combinacdo E-AAG/M-CTT, a 100% para as combinagbes E-ACC/M-CAT, E-
ACC/M-CAA, EAGC/M-CAG, E-ACT/M-CTA, E-ACT/M-CTA e E-AGG/M-CTG. O
maior numero de loci informativos (126) foi detectado com a combinacdo E-AAC/M-
CTA, enquanto a combinacdo E-AAGM-CTT revelou o menor niumero de bandas
informativas (48). O baixo valor do Gsr (0,1353) e alto valor de fluxo génico (3,1968)
indicam que a diferenciacdo génica dentro das populacdes dos trés estados é maior
do que entre as populacdes dos trés estados. No dendrograma baseado no
Coeficiente de similaridade de Jaccard, as amostras foram distribuidas em dois
grupos. Por meio deste agrupamento, ficou clara a existéncia de maior similaridade
entre os trés estados e menor similaridade dentro dos mesmos. Os marcadores
AFLP foram eficientes para a caracterizacdo genética de P. gounellei, gerando alto

polimorfismo nas amostras das trés populacdes analisadas.

Palavras-chave: Cactaceas, caracterizagcao genética, polimorfismo, xiquexique.
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Genetic Diversity of Pilosocereus gounellei (Cactaceae) using AFLP marker

ABSTRACT

Amplified fragment length polymorphism (AFLP) analysis was used to evaluate the
polymorphism at the DNA level of P. gounellei and to differentiate between 21
samples grown in different regions of Brazil. The seven primer pairs used amplified
703 AFLP markers, of which 700 (99.21%) were polymorphic. The percentage of
polymorphic fragments ranged from 95.3% for the primer combination E-AAG/M-CTT
to 100% for E-ACC/M-CAT, E-ACC/M-CAA, EAGC/M-CAG, E-ACT/M-CTA, E-
ACT/M-CTA e E-AGG/M-CTG. The largest number of informative markers (126) was
detected using the primer combination E-AAC/M-CTA, while the E-AAG/M-CTT
combination revealed the lowest number of polymorphic fragments (48) in the P.
gounellei plantlets. The low value of GST (0.1353) and high amount of gene flow
(3.1968) indicate that the genetic differentiation within populations of the three states
is higher than among the populations of the three states. In the dendrogram based
on the Jaccard similarity coefficient, the samples were divided into two groups.
Through this grouping was clear that there is greater similarity between the three
states and lower similarity within them. Our results demonstrated that AFLP markers
were efficient to genetic characterization P. gounellei and yeld high polymorphism in

the samples of three avaluated populations.

Key words: Cactaceas, genetic characterization, polymorphism, xiquexique.
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1. INTRODUCAO

A familia Cactaceae possui grande importancia econémica, principalmente
pelos valores ornamental e forrageiro. Na regido semiarida do Nordeste brasileiro,
ocorrem diversas Cactaceas de grande importancia para fauna e flora regional.
Espécies pertencentes aos géneros Cereus, Opuntia e Pilosocereus sao utilizadas
para a alimentacdo de bovinos, caprinos e ovinos, principalmente na época de
estiagem (Rocha e Agra, 2002). Os frutos de cactos também constituem uma fonte
de recurso para a alimentacdo humana (Albuquerque e Andrade, 2002; Almeida et
al., 2007).

O cacto conhecido popularmente pelo nome de Xxiquexique pertence a
espécie Pilosocereus gounellei (Web.) Byl. & Rowl. (Byles; Rowley, 1957). Essa
planta é utilizada pelos agropecuaristas, como uma alternativa para alimentar 0s
animais (Barbosa et al., 2007). No trabalho realizado por Silva et al. (2005), os
autores ressaltaram a importancia dessa cactacea forrageira como reserva
estratégica para sistemas pecuarios do semiarido. Avaliaram os efeitos de cinco
niveis de xiquexique (0%; 12,5%; 25%; 37,5% e 50%) em substituicdo a silagem de
sorgo forrageiro em dietas para vacas pardo-suicas em lactacdo e concluiram que
ndo houve efeito dos niveis de xiquexique na dieta sobre a producdo e composicao
quimica do leite. Dessa forma, a inclusdo de xiquexique proporcionou consumo de
nutrientes suficiente para atender as exigéncias dos animais.

Em relacdo ao consumo humano de frutos de xiquexique, ha registros de
consumo in natura (Barbosa et al.,, 2007; Lucena et al. 2012). De acordo com
Almeida et al. (2007), essa polpa tem uma consisténcia que lembra 0 mamao verde
e € utilizada na elaboracdo de biscoitos, bolos e doces. Depois de seca e
transformada em pod, ela apresenta um aroma agradavel e suave, podendo ser
incorporada ao trigo para a elaboracéao de produtos de panificacao.

Com tantos usos relatados para uma planta endémica da regido semiarida,
fica evidente o desafio de se utilizar os recursos da Caatinga de maneira
sustentavel. A esse respeito, Arif et al. (2010) afirmaram que a identificacdo
apropriada e a caracterizacdo de materiais vegetais é essencial para a conservagao
bem sucedida de recursos vegetais e também para garantir seu uso sustentavel.

Para isso, as ferramentas moleculares desenvolvidas nos ultimos anos fornecem
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meios menos laboriosos para avaliar taxons de planta conhecidos e desconhecidos.
E o caso do marcador molecular AFLP (Polimorfismo do Comprimento dos
Fragmentos Amplificados). Segundo Vos et al. (1995), a técnica AFLP é baseada na
deteccdo de fragmentos de restricdo genémicos pela amplificacdo PCR e pode ser
usada para DNAs de qualquer origem ou complexidade. Comparado a outros
métodos moleculares, essa técnica requer uma quantidade relativamente pequena
de DNA e tem grande poder discriminatério e reprodutibilidade (Geornaras et al.,
1999). A técnica AFLP vem sendo empregada em algumas Cactaceas, como as
pertencentes ao género Opuntia (Labra et al., 2003; Nilsen et al., 2005, GARCIA-
ZAMBRANO et al., 2009 ), Gymnocalycium (Repka e Mracek, 2012) e Cereus spp
(Faria-Tavares et al., 2013).

Ndo foram encontradas informacbes na literatura sobre parametros
genéticos da espécie P. gounellei. Por isso, o presente estudo foi conduzido com o
objetivo de estimar a diversidade genética entre 21 amostras, provenientes dos

estados da Bahia, Piaui e Rio Grande do Norte, fazendo uso da técnica AFLP.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Para a andlise da diversidade genética da espécie Pilosocereus gounellei
com o0 uso da técnica de marcador molecular AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), foram utilizadas 21 plantulas (amostras), coletadas em jardins, em
areas de ocorréncia natural e de campo experimental e de produgéo nos estados do
Piaui (Campo Maior, Picos e Teresina), Rio Grande do Norte (Cruzeta) e Bahia
(Oliveira dos brejinhos, localidade Queimada Nova), (Quadro 20 e Figura 13). A
germinacdo das sementes foi realizada conforme o procedimento descrito no

capitulo 1.

Quadro 20 - Numero de cada amostra de Pilosocereus gounellei, codigo da amostra,
cidade e estado, de onde foram coletados os frutos para a avaliacdo da diversidade
genética com a técnica AFLP

Numero da Cddigo da Cidade/estado
amostra amostra

1 J1P1 Teresina (PI)
2 J2P2

3 THEO6

4 Picos06 Picos (PI)

5 CM2 Campo Maior (PI)
6 CM4

7 QNBA3 Oliveira dos Brejinhos, localidade Queimada Nova (BA)
8 QNBAG6

9 QNBA7

10 QNBAS8

11 QNBA9

12 CZRN1 Cruzeta (RN)
13 CZRN2

14 CZRN3

15 CZRN4

16 CZRN5

17 CZRN9

18 CZRN11

19 CZRN12

20 CZRN13

21 CZRN14
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Figura 13 - Locais de coleta de frutos de xiquexique.
Adaptado de http://www.notl.xpg.com.br/wp-content/uploads/2010/07/brasil-regiao-
nordeste.gif.

2.2. Extracdo do DNA e quantificacdo do DNA

O DNA genbmico de 21 plantulas de P. gounellei foi extraido utilizando o
protocolo descrito por Aljanabi et al. (1999), com algumas modificacfes (Quadro 21).
As plantulas previamente maceradas com nitrogénio liquido foram colocadas em
microtubos (2 mL), sendo adicionados 300 pL de tampé&o de extragdo e 100 uL de
cada um dos reagentes de solubilizacdo de membranas e antioxidantes.

Os microtubos foram agitados para homogeneizacéo e incubados em banho-
maria, durante 1 hora, a 65 °C, realizando agitacdes suaves a cada 15 minutos.
Apés os microtubos terem sido retirados da incubacdo, foram deixados por 5
minutos em temperatura ambiente para esfriar. Em seguida, foi adicionada uma
solucdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, na proporcdo de 25:24:1, e os
microtubos foram agitados suavemente durante cinco minutos. As amostras foram

centrifugadas por 10 minutos, a 10.000 rpm, em temperatura ambiente. Logo apds, o
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sobrenadante foi recuperado e transferido para um microtubo (1,5 mL), adicionando,
na sequéncia, 2,5 pL de RNase (10 mg/mL). Os sobrenadantes recuperados foram
mantidos em temperatura ambiente por duas horas para a digestdo do RNA. Apss o
periodo de incubacdo com RNase, foram acrescentados 600 yuL de uma mistura de
cloroférmio:alcool isoamilico na proporgcdo de 24:1 e os microtubos foram agitados
durante 5 minutos, repetindo-se o0 mesmo procedimento de centrifugacado descrito
anteriormente. O sobrenadante foi coletado e transferido para outro microtubo (1,5
mL), no qual foram adicionados 400 pL de Acetato de Aménio 7,5 M. Em seguida, os
tubos foram vertidos suavemente e colocados no gelo por 20 minutos, sendo,
depois, centrifugados por 30 minutos, a 10.000 rpm e 4 °C. O sobrenadante foi
novamente coletado e transferido para outro microtubo (1,5 mL), no qual foi
adicionado igual volume de isopropanol e cloreto de sdodio, equivalente a 1/6 do
volume do sobrenadante, a fim de precipitar o DNA. Em seguida, os tubos foram

mantidos overnight em -20 °C.

Quadro 21 - Protocolo utilizado para a extracdo de DNA de tecidos de caules de
plantulas de Pilosocereus gounellei, segundo Aljanabi et al. (1999)

Tampao de extracdo

Tris-HCL 200 mmol/L pH 8,0
EDTA 50 mmol/L pH 8,0
NaCl 3 mol/L

CTAB 3%

Sulfito de Sdédio 0,06%
Reagentes de Solubilizacdo das membranas e antioxidante

CTAB 20%

N-Lauril Sarcosina 5%

PVP-40 10%

Reagentes de Purificacdo

Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1) 600 uL

RNAse (10mg/mL) 0,1 ng/ pL
Cloroférmio: Alcool isoamilico (24:1) 600 L

Acetato de Amonio 7,5 mol/L 400 L
Reagentes de Precipitacdo

Isopropanol gelado 1 volume

NaCl (5 mol/L) 0, 16 volume
Lavagem do precipitado

Alcool (70%) (2x) 500 uL

Apbs este periodo, foi efetuada uma centrifugacdo por 20 minutos, a 10.000

rom e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi lavado com
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etanol 70% gelado, por duas vezes. Apéds a segunda lavagem com etanol absoluto,
0 sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi seco e ressuspendido em 40
puL de TE (10 mM Tris/HCI e 1 mM EDTA). Os tubos foram vedados com filme
plastico e armazenados em geladeira a 4 °C, apdés 2 horas de ressuspensao na
bancada.

A quantificagdo da concentracdo de DNA (ng/uL) de cada amostra foi
estimada pelas medidas de absorbancia de A260nm e A280nm, com o auxilio do
espectrofotometro Picodrop Microliter UV/Vis Spectrophotometer (Picodrop Limited,
UK), de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Logo apds, os DNAs
foram diluidos para uma concentracéo final de 300 ng.

2.3. Ensaios de AFLP

A técnica de AFLP realizada foi composta pelas etapas de digestdo do DNA
gendbmico com as enzimas de restricAo EcoRl e Msel, ligacdo de adaptadores
especificos aos terminais dos fragmentos de DNA gerados pela clivagem e pré-
amplificacdo dos fragmentos de restrigdo, utilizando os primers com um nucleotideo
seletivo e amplificacdo seletiva de fragmentos com primers possuindo trés bases
seletivas. Apoés a clivagem e amplificacdo do DNA, foi realizada eletroforese para a
separacao dos fragmentos de DNA amplificados em gel de poliacrilamida.

Para a execucdo dessa técnica, utilizou-se o AFLP® Analysis System | e o

AFLP® Starter Primer Kit da Invitrogen.

2.3.1. Reacédo de digestdo do DNA

Para a digestao, foi utilizado 300ng do DNA genbmico extraido de cada
plantula. Os DNAs das 21 plantulas foram duplamente e simultaneamente digeridos,
utilizando uma enzima de corte raro, a EcoRIl, e uma enzima de corte frequente, a
Msel (Quadro 22). A digestéo foi realizada em termociclador (Techne TC-512), por 3
horas, a 37 °C, por 15 minutos de extenséo a 70 °C e imerséo a 10 °C. A solugao de
restricdo foi preparada com 5 uL do tampéao de reagao 5X [Tris-HCI 50 mM (pH 7,5),
acetato de magnésio 50 mM, acetato de potassio 250 mM], 2,4 uL das enzimas

EcoRI/Msel [1,25U/uL cada, em Tris-HCI 10 mM (pH 7,4), NaCl 50mM, EDTA 0,1
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mM, DTT 1 mM, 0,1 mg/mL BSA, glicerol 50% (v/v), 0,1% Triton® x-100], 4,6 uL de
agua destilada e 12 uL de DNA (25 ng/uL), totalizado um volume de 25 pL.

2.3.2. Ligacao de adaptadores

Uma vez que o DNA gendmico foi digerido, foi realizada a ligacdo dos
adaptadores aos mesmos, ligacdo esta necessaria para gerar os DNAs moldes para
a amplificacdo (Quadro 22). Esta tarefa foi realizada adicionando-se aos 25 uL de
DNA digerido, proveniente da etapa anterior, 24 uL da solucéo ligante do adaptador
[Adaptadores EcoRI/Msel, ATP 0,4 mM, Tris-HClI 10 mM (pH 7,5), acetato de
magnésio 10 mM, acetato de potassio 50 mM] e 1uL da enzima T, Dna ligase [1U/uL
em 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), DTT 1 mM, KCI 50 mM, glicerol 50% (v/v)]. Apés uma
delicada agitacdo, esta mistura foi colocada em termociclador Veriti, por duas horas

e trinta, a 20 °C e imersao a 4 °C.

Quadro 22 - Sitios de restricdo das endonucleases, sequéncias dos adaptadores e
dos primers pré-seletivos complementares aos adaptadores, utilizados para
realizacdo da técnica AFLP em plantulas de Pilosocereus gounellei, segundo Labra
et al. (2003)

o Primers pré-seletivos ou
. Sitios de L
Enzima restricio Adaptadores Iniciadores, complementares as
& sequéncias dos adaptadores

5._.GlAATTC..3’
: , 5-CTCGTAGACTGCGTACC-3' .
EcoRl  3..CTTAATG..5' 3 T TGACGCATOGTTAAS 5 GACTGCGTACCAATTCE-3

Msel 5. T|TAA..3 5'-GACGATGAGTCCTGAG-3'

3..AAT1T..5  3-TACTCAGGACTCAT-5 S"GATGAGTCCTGAGTAAE-S

E, nucleotideo arbitrario usado na pré-amplificacéo.

2.3.3. Pré-amplificacéo

A reagdo de pré-amplificacdo foi realizada utilizando-se primers pré-
seletivos complementares a sequéncia dos adaptadores e com um nucleotideo
seletivo (Quadro 23). Para a pré-amplificagdo, foram utilizados 2,5 uL dos DNAs ja
ligados aos adaptadores (obtidos da etapa anterior), 20 uL da mistura de primer para
a pré-amplificacéo, 2,5 uL do tampéo PCR plus Mg (10X) [Tris-HCI 200 mM (pH 8,4),
MgCl, 15 mM, KCI 500 mM] e 0,5 uL de Tag-platinum DNA polimerase (5U/uL),

totalizando um volume de 25,5 ulL. Esta reagdo foi realizada no termociclador
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Techne TC-512, utilizando os parametros de amplificagcdo descritos por Labra et al.
(2003) (Quadro 22).

Quadro 23 - Sequéncia do programa utilizado para amplificacio do DNA de
Pilosocereus gounellei com os primers pré-seletivos

Passo Etapa Temperatura tempo
1 Desnaturacéo inicial 95 °C 2 minutos

2 Desnaturacéao 94 °C 45 segundos
3 Anelamento 52 °C 1 minuto

4 Extensao 72 °C 1 minuto

5 Voltar aos passos 2, 3 e 4 por 19 vezes

6 Extenséo final 72 °C 10 minuto

7 Imersao 10 °C °0

2.3.4. Amplificacao seletiva

As reacdes de amplificagdo seletiva foram realizadas utilizando-se sete
combinacdes de primers, contendo trés nucleotideos seletivos. As combinacgfes e
sequéncias de primers utilizadas para as reagbes de amplificacdo seletiva estéo
apresentadas no Quadro 24.

Quadro 24 - Sete combina¢des e sequéncias dos primers seletivos, utilizadas para
as reacOes de amplificacdo seletiva dos DNAs das plantulas de Pilosocereus
gounellei

Primers Seqliéncias
E-AAG 5-GACTGCGTACCAATTCAAG-3'
M-CTT 5'-GAT GAG TCC TGA GTA ACTT-3'
E-ACC 5'-GACTGCGTACCAATCACC-3'
M-CAT 5-GATGAGTCCTGAGTAACAT-3
E-ACC 5-GACTGCGTACCAATCACC-3'
M-CAA 5-GATGAGTCCTGAGTAACAA-3'
E-AGC 5'- GACTGCGTACCAATTCAGC-3'
M-CAG 5-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3’
E-AAC 5-GACTGCGTACCAATTCAAC-3
M-CTA 5-GATGAGTCCTGAGTAACTA-3
E-ACT 5-GACTGCGTACCAATTCACT-3
M-CTA 5’-GAT GAG TCC TGA GTA ACTA-3
E-AGG 5-GACTGCGTACCAATTCAGG-3’
M-CTG 5-GAT GAG TCC TGA GTAACTG-3

E = primers complementares ao sitio de restricdo da enzima EcoRI. M = primers complementares ao
sitio de restricdo da enzima Msel.
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Para cada par de primer escolhido, foram preparadas duas solucfes Mix
para as 21 amostras de DNAs. Na solugao Mix |, foram utilizados 5,25 pL de primer
EcoRI e 47,25 uL do primer Msel, totalizando 52,5 uL. Para a solugdo Mix II, foram
utilizados 165,9 uL de agua destilada, 42 uL do tamp&o PCR plus Mg (10X) e 2,1 uL
de Tag-platinum DNA polimerase (5U/uL), totalizando 210 uL.

A reacdo de amplificacdo seletiva para cada amostra de DNA das 21
plantulas de P. gounellei foi realizada, utilizando 2,5 pL da solugéo Mix I, 5 uL da
solucéo Mix Il e 2,5 uL de cada amostra de DNA pré-amplificado concentrado. Estas
reacoes foram realizadas no termociclador Techne TC-512, com o programa descrito

no Quadro 25, de acordo com o protocolo do kit utilizado.

Quadro 25 - Sequéncia do programa utilizado para amplificacdo seletiva dos DNAs
de Pilosocereus gounellei

Passo Etapa Temperatura Tempo
1 Desnaturacéo inicial 94 °C 2 min
2 Desnaturacéao 94 °C 30s
3 Anelamento 54 °C 30s
4 Extensao 72°C 1 min
5 Voltar ao passo 2,3 e 4 por 29 vezes

6 Extensao final 72°C 10 min
9 Imerséo 10°C 0

2.4. Preparo dos géis e condicdes da eletroforese

Os géis foram preparados em duas placas de vidro de tamanhos diferentes, a
maior com 35 cm x 43,5 cm e a menor com 35 cm x 41,5 cm. As placas foram limpas
com alcool e posteriormente a placa maior foi tratada com Bind Silane, misturado a
uma solucao de etanol acidica (etanol 95% em acido acético 0,5%). Este tratamento
foi realizado para aderir o0 gel a placa e evitar que esse se desprendesse durante as
manipulagbes de coloragédo. A placa menor foi tratada com Repel Silane, para que
esta se desprendesse uniformemente do gel apos a eletroforese. Entre as placas,
foram colocados espacadores com 0,4 mm de espessura. As laterais e a base foram
vedadas com agarose 0,8% e presas com prendedores para papel, deixando apenas
a parte superior aberta para que a solucdo de preparo do gel pudesse ser vertida

entre as duas placas.
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A solugéo estoque para a preparacdo do gel de poliacrilamida desnaturante
foi feita segundo Creste et al. (2001). Os constituites desta solugcdo estao
apresentados no Quadro 26. Esta solucdo estoque foi preparada e armazenada em
frasco escuro a 4 °C. A solucdo de acrilamida/bisacrilamida (40%) estoque foi
preparada com 38,62 g de acrilamida e 1,38 g de bisacrilamida, dissolvidas em 100
mL de &gua ultrapura. Apos dissolvida e com o volume acertado, esta solugéo foi

filtrada em papel de filtro.

Quadro 26 - Volumes dos reagentes utilizados para o preparo da solucdo estoque
dos géis de poliacrilamida segundo Creste et al. (2001)

Solucéo Estoque Volume
Solucédo Acrilamida/bisacrilamida 40%* 50 mL
Tampéo TBE (5x) 50 mL

Ureia 1059

Agua Milli Q Até completar 250 mL

Para preparar cada gel de poliacrilamida desnaturante 8% e com 7M de ureia,
foram utilizados 80 mL da solugéo estoque de poliacrilamida, 320 uL de Persulfato
de Amobnia 10% e 134 uL de TEMED. Depois do preparo, esta solucédo foi
acondicionada entre as placas com o auxilio de uma seringa de tamanho grande.
Este procedimento foi realizado de forma continua e cuidadosa, com a placa na
posicao vertical, evitando, assim para evitar a formacéo de bolhas. Ap6s o completo
preenchimento desta solu¢do entre as placas, introduziu-se o pente com a parte lisa
voltada para a solucdo, visando a delimitar o espa¢o onde, posteriormente, se
aplicou as amostras.

ApGs a polimerizacéo do gel, realizou-se uma pré-corrida de 1 hora em cuba
de eletroforese vertical (Fisher Scientific-FB-SEQ-3445), sem 0 pente, com tampao
TBE 1X (89 mM Tris-Base, 89 mM de &cido borico e 2 mM EDTA, pH 8), ligada a
uma fonte de alta voltagem com 1700 V, 65 W e 50 mA. Em sequida a pré-corrida,
foi feita a lavagem da regido superior do gel, injetando tampdo com uma seringa.
Apds a completa lavagem, o pente foi introduzido até os dentes entrarem em contato
com o gel.

No intervalo da pré-corrida preparou-se as amostras de DNA amplificadas
para a desnaturagdo. Para isso, foi adicionado 3 pL do tampéo de desnaturacao
(Formamida 99%, EDTA 10 mM (pH 8,0), 1 mg/mL de xileno cyanol e 1 mg/mL de
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azul de bromophenol) a um volume de 4 uL de cada amostra, realizando-se a
desnaturacao por trés minutos, a 94 °C, em termociclador Techne TC-512, sendo as
amostras imediatamente resfriadas em gelo e aplicadas no gel. Ao término de 3
horas e 15 minutos de corrida (sob as mesmas condic¢des da pré-corrida), quando as
placas alcancaram a temperatura ambiente e com a saida das frontes de azul do gel,
a fonte foi desligada e as placas retiradas da cuba de eletroforese. A seguir, as
placas foram separadas com o auxilio de uma espéatula. Somente a placa tratada
com Bind Silane foi utilizada no processo de coloracdo com nitrato de prata, de
acordo com os procedimentos descritos por Beidler et al. (1982), alterando as
concentracbes das solucbes fixadora | e finalizadora e também eliminando o

enxague apos a impregnacao com nitrato de prata (Quadro 27).

Quadro 27 - Protocolo com modificagOes, utilizado para coloragdo do gel de
poliacrilamida, segundo Beidler et al. (1982)

Procedimento Solucao Tempo
Fixacao | Acido acético 0,5%, etanol 5% 20 minutos
Enxague Il Agua destilada 05 minutos (2x)
Fixacao Il 1,5% &cido nitrico 03 minutos
Enxague Il Agua destilada 05 minutos (2x)
Impregnacéo 0,2% nitrato de prata 60 minutos
Revelacdo 3% Na,C0O3;0,05% de Formaldeido 37% 50 minutos
Finalizacdo Acido acético 10% 20 minutos
Conservacao Agua destilada

2.5. Analise dos dados

Os fragmentos clivados com as enzimas EcoRI e Msel, amplificados com as
sete combinacbes de primers seletivos e evidenciados nos géis de poliacrilamida
foram lidos. A leitura foi realizada comparando os perfis de AFLP de cada plantula
em termos de presenca ou de auséncia de cada fragmento de DNA. A partir desta
leitura, foi montada uma matriz binaria de dados, sendo atribuido o valor “um” para a
presenca do fragmento e valor “zero” para a auséncia do mesmo.

A diversidade genética dentro e entre as trés populagbes foi determinada
pela porcentagem de loci polimorficos. A diversidade genética das trés populagbes
analisadas foi estimada pelo coeficiente de diferenciacdo genética (Gst), pela

diversidade genética total entre os acessos (Ht) e pelo fluxo génico (Nm). Foi
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construido o dendrograma usando o método de agrupamento UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method Using an Arithmetic Average), para as trés populacdes
analisadas, baseado no complemento aritmético da distancia genética de Nei (1978).
Para o célculo dessas analises, foi utilizado o programa Popgene 1.32 (Yeh et al.,
1999).

Os programas FreeTree e TreeView foram utilizados para construir o
dendrograma e o fenograma para as 21 amostras de P. gounellei. Para estimar a
robustez dos nos, foi realizada a andlise bootstrap (1000 repeticbes) com 0s
mesmos programas. Uma matriz binaria foi usada para estimar similaridade genética
entre as 21 amostras, usando o coeficiente de similaridade de Jaccard. O programa

NTSYS (Rohlf, 1989) foi usado para calcular similaridades entre pares de individuos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sete combinacgfes de primers usadas para amplificacéo seletiva (Quadro
28) geraram um total de 703 fragmentos, dos quais 700 (99,21%) foram polimorficos
entre as 21 amostras estudadas. A porcentagem média de loci polimorficos entre as
combinagdes utilizadas variou de 95,3%, para a combinacdo E-AAG/M-CTT, a
100%, para as combinacdes E-ACC/M-CAT, E-ACC/M-CAA, EAGC/M-CAG, E-
ACT/M-CTA, E-ACT/M-CTA e E-AGG/M-CTG (Figura 14). O maior numero de loci
informativos (126) foi detectado com a combinacdo E-AAC/M-CTA, enquanto a
combinacdo E-AAG/M-CTT revelou o menor numero de bandas informativas (48)
(Quadro 28).

Quadro 28 - Numero de loci amplificados, numero de loci polimorficos (Ip), numero
de loci monomorficos (Im) e porcentagem de polimorfismo para cada combinacéo de
primer AFLP nas 21 amostras analisadas de Pilosocereus gounellei

Combinacdes de primers  Loci amplificados N(Ip) N (Im) % P

1-E-AAG, M-CTT 48 46 2 95,3%
2-E-ACC, M-CAT 82 82 0 100%
3-E-ACC, M-CAA 96 96 0 100%
4-EAGC, M-CAG 122 122 0 100%
5-E-AAC, M-CTA 126 125 1 99,2%
6-E-ACT, M-CTA 118 118 0 100%
7-E-AGG, M-CTG 111 111 0 100%
Total 703 700 3 99,21%

As porcentagens de polimorfismo observadas revelaram eficiéncia da
técnica AFLP. De acordo Wiinsch e Hormaza (2002), embora os AFLPs sejam
marcadores dominantes, eles revelam um alto nivel de polimorfismo e uma grande
guantidade de fragmentos por ensaio, resultando em uma elevada capacidade de
discriminagéo para analise de germoplasma.

A analise da proporcédo de loci AFLP polimérficos para as amostras de cada
uma das trés populagdes de P. gounellei evidenciou um polimorfismo médio de
75,39% (Quadro 29), sendo a populacdo 3 a mais polimérfica (82,79 %) e a
populacdo 2 a menos polimorfica (70,84 %). O valor do polimorfismo médio das
amostras das trés populagdes de P. gounellei foi ligeiramente mais expressivo que o

polimorfismo estimado pelos marcadores microssatélites mostrados no capitulo 1,
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gue foi de 73,05% (Quadro 13). A populagdo 3 também exibiu a maior diversidade
genética (h=0,2949) e maior valor do indice de Shannon (0,4384). A média dos
valores de diversidade genética (0,2650) de cada uma das trés populacdes equivale
a diversidade genética dentro das subpopulagdes (Hs) (Quadro 30).

Figura 14 - Gel (8% de poliacrilamida e 7 M de ureia) utilizado para separar o
produto da amplificacdo seletiva dos DNAs de 21 amostras de Pilosocereus
gounellei com a combinacgéo de primers AFLP E-AGG-M-CTG.
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Quadro 29 - Porcentagem de loci polimérficos (%P) para cada uma das trés
populacbes de Pilosocereus gounellei analisadas com a técnica AFLP, valores de
diversidade genética de Nei (h) (Nei, 1973) e indice de Shannon (1) (Lewontin, 1972)

NUmero de loci

Populacdes o %P h I
polimorficos

1 - Piaui 510 72,55 % 0,2628 0,3907

2 - Bahia 498 70,84 % 0,2373 0,3606

3 - Rio Grande do 582 82,79 % 0,2949 0,4384

Norte

Média 530 75,39% 0,2650 0,3966

A diversidade genética na populacdo total é Hy = Hs + Dsr, sendo Hs a
diversidade genética dentro das subpopulacdes e Dst a diversidade genética média
entre subpopulacdes. Para medir a diferenciacdo da populacao total € usado o Gsr,
cuja formula é Gst = Dst/Ht. O Ggst € equivalente ao FsST de Wright e, se houver
somente dois alelos no locus (Nei, 1973), pode ser chamado de coeficiente de
diferenciacdo genética. Esta definicdo de Gsr ndo considera o numero de locais,
assim como diferengcas nos tamanhos de amostra em diferentes locais (Slatkin e
Barton,1989). Subtraindo os valores de Hr (0,3064) e Hs (0,2650) (Quadro 29), o
valor encontrado sera correspondente a Dst (0,0414), significando que a diversidade
genética entre as populacdes dos trés estados é menor que a diversidade genética
dentro destas. O baixo valor do Gsr (0,1353) e alto valor de fluxo génico (3,1968)
indicam que a diferenciacdo genética dentro das populacdes dos trés estados é

maior que entre tais populacfes (Quadro 30).

Quadro 30 - Estimativas da diversidade genética na populacao total (Hy), diversidade
genética dentro das subpopulac¢des (Hs), coeficiente de diferenciacdo genética (Gsr)
e estimativa de fluxo génico de Gst (Nm) para as 21 amostras de Pilosocereus
gounellei analisadas

Parametros Hr* Hs* Gst* Nm
Média 0,3064 0,2650 0,1353 3,1968
Desvio padrao 0,0243 0,0193

* Nei (1973), Nm = 0,5 (1 - GST)/ GST

Os valores de Identidade genética de Nei e distancia genética de Nei (Nei,
1978), apresentados no Quadro 31, evidenciaram uma grande proximidade entre as
populacdes dos trés estados, por terem sido altos os valores de identidade genética,

havendo, no entanto, maior identidade genética (0,9553) entre a populacdo 1 (Piaui)
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e a populacdo 3 (Rio Grande do Norte). Pelo fato de haver alta identidade genética
entre os trés estados, os valores de distancia genética foram baixos, sendo
observada uma menor distancia genética entre as popula¢cdes do Piaui e Rio Grande
do Norte (0,0457). A pequena distancia genética entre os dois ultimos Estados pode

também ser observada no dendrograma da Figura 15.

Quadro 31 - Identidade genética de Nei e distancia genética de Nei entre as
plantulas descendentes das 21 amostras de Pilosocereus gounellei analisadas com
marcador AFLP

Populacdes 1PI 2 BA 3 RN

1 - Piaui FrkFxEIK 0,9403 0,9553
2 - Bahia 0,0616 Frkdkkdk 0,9361
3 - Rio Grande do Norte 0,0457 0,0661 Fkdkkokkokok

Identidade genética de Nei (I) (acima da diagonal); Distancia genética (D) (abaixo da
diagonal).

pop. 1 PI
pop. 3RN
pop. 2BA

3,19 2,29 0,0

Figura 15 - Dendrograma baseado no complemento aritmético da distancia genética
de Nei (1978), obtido com os dados de marcadores AFLP entre as trés populacoes
de Pilosocereus gounellei. Programa Popgene 1.32 (Yeh et al., 1999).

No dendrograma baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard (Figura
16), as amostras foram distribuidas em dois grupos. O grupo 1 foi constituido por 18
amostras, QNBA3, QNBA6, QNBAS8, CZRN4, CM2, CM4, CZRN2, QNBA9, CZRN1,
CZRN5, CZRN9, THEO06, J1P1, J2P2, CZRN11, CZRN12,CZRN13 e CZRN14. No
grupo 2 foram alocadas as amostras Picos06, CZRN3 e QNBA7. Por meio deste
agrupamento ficou clara a existéncia de maior similaridade entre os trés estados e
menor similaridade dentro dos mesmos. Assim, o grupo 1 reuniu quase todas as
amostras dos trés estados. Até mesmo as amostras da Bahia, que apresentaram um
valor de distancia genética ligeiramente maior em relacdo ao Piaui e ao Rio Grande

do Norte, ficaram nesse grupo. No grupo 2, por serem mais dissimilares, foi
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encontrada uma amostra de cada estado, ficando as

separado.

mesmas em um grupo

QNBA3

QNBAG6

Eal

100

QNBAS8

100

CZRN4

CM2

CM4

a1

CZRN2

QNBAS

CZRN1

CZRNS

CZRN9
THEO6

J1P1

J2P2

CZRN11
CZRN12

47

CZRN13

CZRN14

76

Picos06

0.1

78

CZRN3

QNBA7

Figrua 16 - Dendrograma construido pelo método de agrupamento UPGMA,
baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard, mostrando o relacionamento
entre as 21 amostras de Pilosocereus gounellei dos estados do Piaui, Bahia e Rio
Grande do Norte. Programas FreeTree e TreeView.
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4. CONCLUSOES

Os marcadores AFLP foram eficientes para a caracterizacdo genética de P.
gounellei, pois geraram alto polimorfismo para 21 amostras de trés populacdes dos
estados do Piaui, Bahia e Rio Grande do Norte, podendo ser recomendados como
ferramentas moleculares para avaliar a diversidade genética de P. gounellei.

Considerando que ha uma similaridade alta (I 2 0,93) entre as amostras dos
trés estados analisados, podem ser realizadas coletas em qualquer um dos trés

locais para representar a diversidade genética da espécie.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A metodologia de transferéncia de microssatélites de diferentes espécies de
cactaceas para P. gounellei pode ser considerada eficiente para evidenciar varios
loci e identificar diferentes alelos. Este procedimento foi eficiente para caracterizar
geneticamente os descendentes de 85 plantulas de P. gounellei e também podera
ser para analisar a diversidade genética de amostras desta espécie distribuidas em
diferentes regides do Brasil.

Os marcadores AFLP podem ser recomendados como ferramentas
moleculares Uteis para estudos de diversidade genética em P. gounellei, pela alta
capacidade de detectar polimorfismo genético.

Os marcadores moleculares microssatélites (codominantes) e AFLP
(dominantes) foram concordantes em revelar baixa diferenciacdo genética entre os
trés estados analisados e alta diversidade dentro de cada local.

Considerando que as duas técnicas utlizadas forneceram o mesmo
resultado, é recomendado o0 uso da técnica de microssatélites para estudos futuros
com a espécie P. gounellei, devido ao menor custo e a menor complexidade da

mesma.
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