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RESUMO

PERON, Ana Paula. D. Sc. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de 2011.
Esterases para a analise de variabilidade genética em mandacaru (Cactaceae).
Professora Orientadora: Maria de Fatima Pires da Silva Machado. Coorientadores:
Claudete Aparecida Mangolin.

Foram utilizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida para, a partir de a- e B-
esterases, estimar e comparar a variabilidade genética entre populagdes de plantas de
mandacaru em trés regides do Brasil: na regido de Maringd, estado do Parand; no Sul
do Brasil, regido de Picos, Estado do Piaui; no Nordeste do Brasil e na Mata Atlantica
(praia da Juréia), estado de Sao Paulo, Sudeste do Brasil. As plantas de mandacaru das
trés regides tém morfologia semelhante, mas sdao denominadas como espécies
diferentes: Cereus jamacaru (regido Nordeste), C. peruvianus (regido Sul), e C.
hildmaniannus (regido Sudeste). As isozimas a- € - esterases foram propostas como
marcadores co-dominantes, adequados para analisar a diversidade genética e a forma
como as populagdes estdo geneticamente estruturadas. A deteccdo de alelos
especificos e/ou de alelos com freqiiéncias diferentes em diferentes populacdes foram
usados como parametros para estimar o nivel de diferenciacio entre as populagdes. Os
locos Est-3, Est-2, Est-5 e Est-14 foram caracterizados como diagnosticos porque
podem ser usados para diferenciar plantas de mandacaru da regido nordeste e regido
sul. Foi observada a presenca de alelos exclusivos nas plantulas de mandacaru de
Maringa (Est-3") e de Picos (Est-2', Est-2°, Est-2*, Est-5° e Est-14"). A freqiiéncia
diferencial dos varios alelos nas referidas populacdes determinou uma significativa
diferenciacdo genética (Fg; = 0,2132) entre as populagdes de mandacaru. As
populagdes de plantas de mandacaru de Picos mostraram maior diversidade de a- e -
esterases e as relacoes de similaridade entre as plantas das trés regides apresentaram
valores de identidade variando de 0,5992 (entre as plantulas das regides Sudeste e
Nordeste) a 0,7787 (entre as plantas das regides Sul e Nordeste). Esses resultados
indicam que as populacdes de mandacaru representativas das regides Sul, Sudeste e
Nordeste do Brasil podem ser consideradas como espécies diferentes do género
Cereus: C. peruvianus, C. hildmaniannus, € C. jamacaru, respectivamente.
Palavras-chave: mandacaru, esterases, variabilidade genética.
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ABSTRACT

PERON, Ana Paula. D. Sc. Universidade Estadual de Maringd, February 2011.
Esterases for genetic variability analysis in mandacaru (Cactaceae). Adviser:
Maria de Fatima Pires da Silva Machado. Commitee Member: Claudete Aparecida
Mangolin.

Polyacrylamide Gel Electrophoresis was employed in current investigation to evidence
a- and B- esterases in order to estimate and compare the genetic variability among
mandacaru populations observed in three Brazilian regions: in Maringd PR, south
Brazil; in Picos PI, northeastern Brazil; and in the Atlantic Rain Forest, Juréia beach,
SP, southeastern Brazil. Mandacuru plants of the three regions have similar stalk
morphology although they are considered different species, or rather, Cereus jamacaru
(northeastern region), C. peruvianus (southern region) and C. hildmaniannus
(southeastern region). The isozymes a- and P- esterases were considered as co-
dominant markers, adequate to analyze the genetic diversity and the manner
populations are genetically structured. Consequently, the detection of specific alleles
and/or alleles with different frequencies in different populations may be used as
parameters to estimate differentiation level in populations. The loci Est-3, Est-2, Est-5
and Est-14 were characterized as diagnostic sites since they may be employed to
differentiate mandacaru plants of the northeastern and southern regions. Exclusive
alleles were reported in mandacaru plants in Maringa (Est-3") and in Picos (EST-2',
Est-2°, Est-2°, Est-5° e Est-14"). The differential frequency of the various alleles in the
above mentioned plants determined a significant genetic differentiation (Fs; = 0.2132)
among mandacaru populations. Whereas mandacaru plant populations in Picos had a
higher a- and B-esterases diversity, similarity relationships among plants of the three
regions showed identity rates varying between 0.5992 (between plants of the
southeastern and northeastern regions) and 0.7787 (between plants of the southern and
northeastern regions). These factors indicate that mandacaru populations which are
representative of the Brazilian southern, southeastern and northeastern regions can be
considered as different species of the genus Cereus, namely, C. peruvianus, C.
hildmaniannus and C. jamacaru, respectively.

Key words: mandacaru, esterases, genetic variability.
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1.INTRODUCAO

O Brasil ¢ considerado o terceiro maior centro de diversidade da familia
Cactaceae, sendo superado apenas pelo México e os Estados Unidos. No Brasil,
encontra-se em torno de 90 espécies diferentes de cactaceas distribuidas por todo o
pais (Davet, 2005). Essas plantas estdo adaptadas as condi¢des de xerofitismo, sdo
suculentas, com caules carnosos, rolicos ou aplainados, constituidas de folhas caducas
ou completamente ausentes, modificadas em espinhos. Dentro desta familia, encontra-
se 0 género Cereus que possui grande importancia econdmica, principalmente pelo
valor ornamental e forrageiro. Por toda a extensdao do Brasil, as plantas do género
Cereus sao denominadas popularmente de mandacaru, mas nas regides norte e
nordeste a espécie ¢ denominada de Cereus jamacaru De Candolle, na regido sul de
Cereus repandus Miller e na regido sudeste do Brasil as plantas de mandacaru sdo
classificadas como Cereus hildmannianus K. Schumann.

As espécies Cereus repandus e Cereus hildmannianus sdao consideradas
plantas de porte arboreo, com 6 a 10 metros de altura em média; possuem cladddio
multiarticulado ¢ com ramificagdes. As plantas das duas espécies possuem a
constitui¢ado morfologica dos caules formados por um numero de 4 a 6 costelas por
planta, com aréolas armadas, distanciadas entre si de 2 a 6 centimetros com a presenga
de espinhos rigidos e aciculares de cor escura, variando de castanho a preto. De forma
similar, a constituicio morfologica das plantas da espécie Cereus jamacuru sao
descritas como sendo plantas com 6 metros de altura, em média, com cladédio
multiarticulado e ramificado. O nimero de costelas por planta varia de 4 a 6, tendo as
aréolas armadas, distanciadas entre si por 4 centimetros em média. Possuem grandes
quantidades de espinhos rigidos e aciculares, de coloragdo escura que varia do amarelo
ao marrom (Anderson, 2001).

Segundo Britton e Rose (1963), o nimero de costelas e a disposicdo de
aréolas, bem como o tamanho e a cor dos espinhos sdo algumas das caracteristicas
usadas para identificar e classificar as espécies do género Cereus. Neste contexto, as
trés espeécies de mandacaru possuem grande semelhanca morfoldgica. Considerando

que a caracterizagao vegetativa das plantas de mandacaru pode ser insuficiente para



estabelecer diferencas significativas entre as trés espécies, o objetivo do presente
estudo foi utilizar eletroforese em gel de poliacrilamida (sistema PAGE:
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) para analisar a determinagdo genética das
1sozimas a- ¢ - esterases, no sentido de estimar ¢ comparar a variabilidade genética
entre populacdes de espécies de mandacaru cultivadas em trés regides do Brasil: regido
de Maringa, estado do Parana, Sul do Brasil, regido de Picos, estado do Piaui,
Nordeste do Brasil e praia de Juréia, (Mata Atlantica), cidade de Bertioga, estado de
Sao Paulo, Sudeste do Brasil.

As i1sozimas a- e - esterases sao marcadores co-dominantes, adequados para
analisar a diversidade genética e a forma como as populacdes estdo geneticamente
estruturadas. A deteccao de alelos especificos e/ou de alelos com freqiiéncias
diferentes em diferentes populacdes pode ser usada como parametro para estimar o
nivel de diferenciagdo entre as populacoes. As relagdes de similaridade entre as plantas
de mandacaru em Maringd, Picos e praia da Juréia podem sugerir se tais populagdes de
mandacaru pertencem a mesma especie, se sdo de espécies co-genéricas (espécies
diferentes do mesmo género) ou se sao de espécies geograficamente distantes em

processo de especiagao.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Filogenia em cactaceas

A familia Cactaceae, pertencente ao Reino Plantae, Divisdo Angiospermae,
Classe Magnoliophyta e Ordem Caryophyllales, ¢ considerada um grupo altamente
especializado, composto por plantas geralmente xerofiticas, com caule e ramos
suculentos e folhas muito reduzidas e modificadas em espinhos (Terrazas ¢ Mauseth,
2002). Esta familia ¢ endémica ao Novo Mundo (com exce¢do da espécie Rhipsalis
baccifera L.) sua classificagdo mais recente e abrangente foi proposta por Wallace
(1995), que a divide em trés subfamilias: Opuntioideae (Figura 1), Pereskiodeae
(Figura 2) e Cactoideae (Figura 3). A subfamilia Cactoideae destaca-se como a maior,
em numero de espécies, € a mais diversificada em termos de formas e habitos. Essa
subfamilia ¢ subdividida em nove tribos (Barthlott e Taylor, 1993; Anderson, 2001).
Das nove tribos pertencentes a subfamilia Cactoideae, a tribo Cereeae ¢ o grupo mais
representativo no Brasil, juntamente com Rhipsalideae, tendo o seu centro de
diversidade localizado na regido Nordeste, considerada como o terceiro maior centro
de diversidade para as Cactaceae no mundo (Taylor, 1997). Somente as tribos Cacteae,
Pachycereeae, Browningieae e Notocacteae ndo apresentam representantes no Brasil
(Taylor e Zappi, 2004).

Na subfamilia Cactoideae, encontram-se o género Cereus, pertencente a tribo
Cereeae, cujas espécies estdo presentes desde as Indias até a América do Sul. Este
género ¢ bastante expressivo na constituicdo da flora de varios estados brasileiro e
possui grande importancia econdmica, principalmente na regido nordeste do pais
(Davet, 2005).

Ha muitas controvérsias nos esquemas de classificacdo de plantas da familia
Cactaceae (Taylor e Zappi, 2004). O reduzido nimero de caracteristicas morfologicas,
aliado a extrema adaptagdo de seus representantes, dificulta a escolha de caracteres
morfoldgicos que possam ser adequadamente utilizados para descrever e definir as
linhagens evolutivas dentro da familia (Taylor, 2000). Neste sentido, a subfamilia

Cactoideae apresenta problemas na classificacdo de algumas espécies, dada a grande



diversidade do grupo (Applequist ¢ Wallace, 2002). Desta forma, segundo Anderson
(2001), torna-se necessario o uso do maior nimero de recursos possiveis, como a
utilizagdo de marcadores bioquimicos e moleculares, para que a taxonomia do grupo

reflita de modo mais acurado as relagdes filogenéticas entre os seus representantes.

Figura 1 - Planta Cactaceae da subfamilia Opuntioideae (Projeto Cacticeas Brasileiras,
2010).

Figura 2 - Planta Cactaceaec da subfamilia Pereskioideae (Projeto Cactaceas
Brasileiras, 2010).



Figura 3 - Planta Cactaceae da subfamilia Cactoideae (Projeto Cacticeas Brasileiras,
2010).

2.2. Distribuicao e classificacao do habitat da familia Cactaceae

No Brasil, hd dois grupos de Cactaceae distintos, um presente na regidao
nordeste e outro presente nas regides sul e sudeste, sendo a Bahia o centro de
dispersdo. Segundo Barroso et al. (2002), as espécies da regido nordeste do Brasil
possuem semelhancas morfoldgicas com as do continente norte americano, enquanto
as espécies do sul e sudeste do Brasil se assemelham morfologicamente com as do
continente sul-americano. No nordeste brasileiro sdo reconhecidos 24 géneros e 88
espécies (Zappi et al., 2006), sendo a maioria dos géneros e das espécies endémicos a
regiao.

Segundo Davet (2005), as espécies de cactidceas que ocorrem no Brasil podem
ser classificadas em cinco grupos, de acordo com o seu ambiente: 1) silvicolas — que
habitam florestas pluviais: amazdnica e atlantica, com predominancia de espécies
epifitas; 2) savanicolas — no cerrado; 3) campestre — em campos rupestres de Minas
Gerais; 4) litordneas — no litoral brasileiro; 5) xerdfilas — bioma caatinga, habitat este

que abrange o maior numero de espécies.



2.3. Importancia econémica das Cactaceae

Na regido nordeste do Brasil, as cactaceas possuem grande importancia
econOmica na atividade forrageira, principalmente na época de estiagem, sendo
utilizadas na alimentag¢do de bovinos, caprinos e ovinos (Rocha e Agra, 2002; Santos
et al., 2007). O género Cereus possui grande destaque nesse processo sendo a espécie
Cereus jamacaru, conhecida como mandacaru em varias regides do nordeste
brasileiro, a principal planta utilizada como alimento para esses animais.

As espécies do género Cereus, além de serem usadas para a alimentacdo de
animais no nordeste brasileiro, ainda possuem outros destaques econdmicos, como na
alimenta¢do humana, na cosmetologia para a producao de cremes a base do conteudo
mucilaginoso destas plantas, ornamentacao de pracas e jardins, fonte de madeira para a
fabricacdo de portas, janelas, ripas e caibros, enchimentos de selas e almofadas,
pintura de casas (Andrade et al., 2006) e exportagdo de seus frutos para paises da Asia
para a fabricacdo de doces (Santos et al., 2007). As plantas dessa familia ainda
apresentam imensa diversidade de compostos biologicos como classes de alcaloides,
esteroides, triterpenos, glicosideos, 6leos e ceras que sdo aproveitados pela industria
farmacéutica (Davet, 2005).

Em outros paises, como o México, as plantas do género Cereus sao
amplamente utilizadas na medicina popular como analgésicos, antibioticos, diuréticos,
no tratamento de problemas intestinais, tosses, afeccoes cardiacas e nervosas (Hollis e
Sheinvar, 1995). No Brasil, Tourinho (2000) descreve as cactaceas como constituidas
de propriedades terapéuticas e citam o mandacaru (Cereus jamacaru) como de grande
eficiéncia para tratar de doengas renais. Andrade et al. (2006) ainda relatam que a
associagdo do mandacaru (Cereus jamacaru) com as leguminosas Senna uniflora L. e
Senna obtusifolia L., sob a forma de cha, ¢ eficiente para amenizar problemas

intestinais.
2.4. Consideracdes botanicas e fisiologicas da familia Cactaceae e taxonomia do
género Cereus

As plantas da familia Cactaceae sdo classificadas como eudicotiledoneas

suculentas de diversos habitos, podendo se apresentar como arvores, arbustos,
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trepadeiras, epifitas ou geofitas (Davet, 2005). De modo geral, os caules destas plantas
podem ser colunares, roligos, globulares, tuberculados, em forma de costeletas, asas ou
achatados, geralmente segmentados, com ou sem folhas e com a presenga de espinhos.
A maioria das espécies desta familia possui adaptagdes fisiologicas e morfologicas
marcantes, como a presenca de um caule fotossinteticamente ativo, metabolismo acido
das crassulaceas (CAM), sistemas radiculares superficiais e extensos, rapida absor¢do
de 4gua pelas raizes depois de uma seca prolongada, alta relagdo volume/superficie e
c¢lulas parenquimaticas especializadas em armazenar agua, cera epicuticular, cuticula
espessa, estomatos localizados em depressoes da epiderme, hipoderme colenquimatica
e o desenvolvimento de grandes proporc¢des de tecido parenquimatico com células
mucilaginosas (Barroso et al., 2002; Dettke e Milaneze-Gutierre, 2008).

O género Cereus, que inclui até o momento 40 espécies publicadas, foi
primeiramente descrito por Hermann, em 1628, e depois por Miller, em 1754. Segundo
Britton e Rose (1963), as plantas deste género podem ser arboreas ou arbustivas de
ramos eretos, sendo descrito como constituido por caule do tipo colunar com niimero e
disposi¢do de costelas longitudinais varidveis, onde estdo inseridos os botdes axilares
contendo espinhos (folhas modificadas) conhecidos como aréolas. As espécies mais
conhecidas de Cereus sdo: Cereus adeemani, Cereus bicolor, Cereus comarapanus,
Cereus friccie, Cereus jamacaru, Cereus hildmannianus, Cereus repandus, Cereus

trigonodendron e Cereus vargasianus (Davet, 2005).

2.5. Cereus jamacaru De Candolle, 0 mandacaru do nordeste

O mandacaru (Cereus jamacaru) € uma espécie nativa da vegetacdo da
caatinga do nordeste do Brasil. Estas plantas crescem em solos pedregosos e junto a
outras espécies de cactdceas formam a paisagem tipica da regido semi-arida do
nordeste. Sao encontradas nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e norte de Minas Gerais (Figura 4) (Taylor e
Zappi, 2004).

As plantas desse género sdo consideradas arboreas com 6 metros de altura, em

média, e possuem o caule multiarticulado com ramificagdes candelabriformes. Sao



constituidos de 4 a 6 costelas por planta, com aréolas armadas, distanciadas entre si de
2 a 4 centimetros com a presenga de espinhos rigidos e aciculares. De acordo com
Britton e Rose (1963), o Cereus jamacaru possui os seguintes sindnimos cientificos:
Cereus glaucus Salm-Dyck, Cereus laetevirens Salm-Dick, Cereus lividus Pfeiffer,
Cactus jamacaru Kosteletzky, Cereus horribarbis Otto in Salm-Dick, Cereus
cauchinii Rebut in Schumann, Piptanthocereus jamacaru Riccobono, Piptanthocereus
jamacaru cyaneus Riccobono e Piptanthocereu jamacaru glaucus Riccobono.

As plantas tipicas desta espécie no Brasil podem chegar a até 10 metros de
altura, dependendo do ambiente. Possuem tronco lenhoso com muitos ramos eretos,
dando ao topo do cacto um aspecto compacto. Os ramos novos sdao azulados e
possuem de 4 a 6 costelas de apices obtusos, separados por sulcos profundos. Quando
em dareas abertas, podem apresentar-se apenas com um Unico ramo. As aréolas sdo
circulares distantes de 2 a 5 cm entre si, sendo maiores no tronco principal. Os
espinhos sdo radiais, medindo de 9 a 30 cm de comprimento, sendo os centrais maiores

e podem ter colora¢do amarela, avermelhada ou marrom (Scheinvar, 1985).

Figura 4 - Planta Cereus jamacaru De Candolle (Projeto Cactaceas Brasileiras, 2010).
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No nordeste do Brasil, as plantas adultas de Cereus jamacaru possuem troncos
bastante grossos, cujo cerne fornece lenho que ¢ aproveitado para a fabricagdo de
telhados. Na seca, as poucas pastagens ndo sobrevivem a falta de 4gua, e o gado tem
que recorrer a certas espécies nativas. Assim, o Cereus jamacaru, além de servir como

alimento para o gado, serve também de alimento para a populacao local no periodo de

seca prolongada.

2.6. Cereus repandus Miller, o mandacaru do sul

O cacto Cereus repandus (Figura 5) ¢ cultivado em jardins como planta
ornamental e também apresenta interesse econdmico e industrial no Brasil e em outros
paises. Na regido de Israel, esta espécie ¢ apreciada e domesticada (Mizrahi e Nerd,
1999), denominada de “fruit crop”; seus frutos sdo consumidos in natura ¢ também
servem de matéria-prima para a fabricagdao de doces. Em razao disso foi implantado
um programa de melhoramento genético naquele pais, com a finalidade de obter frutos
maiores, mais saborosos € que permanecam mais tempo intactos até o seu
amadurecimento para fins de exportacao para todo mundo. Na Europa, o fruto de C.

repandus € bastante aceito pela populacao, sendo considerado um fruto exdtico, o que

eleva o seu valor comercial.
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Figura 5 - Planta de Cereus repandus Miller (Projeto Cactaceas Brasileiras, 2010).
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A espécie Cereus repandus produz alcaldides aminas (Oliveira e Machado,
2003; Rocha et al., 2005), ésteres de cera com potencial de aplicacdo como barreira
impermeavel (Rezanka e Dembitsky, 1998) e uma goma viscosa com diversas
aplicagdes industriais (Alvarez et al., 1992, 1995). Além disso, da polpa de Cereus
repandus sdo extraidos heteropolissacarideos que se comportam como polieletrdlitos,
podendo ser utilizados no tratamento de aguas industriais, dada a sua capacidade de
flocular particulas coloidais, sem alterar o pH, atuando como coagulantes primarios
(Nozaki et al., 1993). Os polissacarideos do tipo arabinogalactanos extraidos de caules
de Cereus repandus t€m sido aplicados como fitoterdpicos no tratamento de ulceras

gastricas (Tanaka et al., 2010).

2.7. Cereus hildmannianus K. Schumann, o mandacaru do sudeste

As plantas mandacaru do sudeste sdo ditas arbdreas, com 6 metros de altura,
em média e com troncos bastante grossos. Possuem caule multiarticulado e com
ramificagdes. Em sua constitui¢do possuem de 4 a 6 costelas por ramo, com aréolas
armadas e com a presenca de espinhos rigidos e aciculares de coloragdao escura. O

tamanho dos espinhos varia de 10 a 30cm (Ruiz et al., 2010).

Figura 6 - Planta Cereus hildmannianus K. Schumann (Projeto Cacticeas Brasileiras,
2010).
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Estas plantas, no Brasil, sdo encontradas em solos arenosos principalmente no
Estado de Sao Paulo e Minas Gerais. O cacto Cereus hildmannianus, na regiao
sudeste, ¢ muito utilizado na ornamentacdo de casas e jardins, como cerca viva em
propriedades rurais e como fonte de alimento para algumas comunidades (Costa et al.,

2000).

2.8. Isolamento geografico

De acordo com as consideragdes de Yamada et al. (2002), a diversidade
bioquimica, comportamental e morfologica, dentro de uma populagiao, pode ser
interpretada como resultado de modificacdes na composi¢ao genética das populagdes.
Essas modificagdes podem decorrer da incidéncia de fatores que geram alelos e/ou
genotipos novos, tais como mutacio e recombinacdo génica, visto que os alelos recém
surgidos em uma populagdo podem aumentar sua freqiiéncia ou mesmo serem
eliminados de uma populacido por causas deterministicas ou por efeitos estocasticos.
Assim, na medida em que as geragdes se sucedem, a composicao genetica de uma
populagdo pode ser alterada quando comparada a outras populagdes intraespecificas.

Para De Lucca (2006), a composicao genética de uma populacdo pode ser
alterada devido aos mecanismos de isolamento reprodutivo que acontecem quando ha
impedimento do fluxo génico entre populagdes. Quando uma determinada populagdo
se torna reprodutivamente isolada de outras, dentro da mesma espécie, os conjuntos
génicos desses dois grupos passam a divergir devido a atuacdo particularizada de
fatores evolutivos em cada grupo. Segundo Willians (2001), a medida que as geragdes
acontecem, diferengas substanciais sao acumuladas, de modo que o fluxo génico entre
os grupos separados diminui drasticamente ou ¢ cessado. Uma vez que estes
mecanismos ocorrem, sugere-se um evento de especiagdo alopatrica. Este evento pode
ocorrer por isolamento geografico seguido de diversificacdo genética lenta e
consequentemente o isolamento reprodutivo das populacdes ou por divergéncia
genética rapida, por meio do isolamento de fundadores em novos ambientes, chamado

de Efeito Fundador.
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A distribuicao geografica das plantas da familia Cactaceae na América do Sul
¢ descontinua, provavelmente em decorréncia de mudancgas paleoclimaticas e
paleogeomorfologicas a partir do final do periodo tercidrio (Vanzolini, 1981). No
Brasil, a distribui¢do geografica de algumas espécies dessa familia ¢ fragmentada e
ocorrem em areas de afloramento rochoso com vegetacdo de campos rupestres nas
regioes nordeste, sudeste e sul do Brasil. A regido sul do Brasil ¢ caracterizada pela
ocorréncia de diversas dareas fitoecoldgicas. Esta heterogeneidade de habitat
condiciona gradientes ambientais, favorecendo a diferenciacdo regional. Segundo
Robe et al. (2007), a distribuicdo geografica das cactaceas na regido nordeste e sul do

pais proporciona a ocorréncia de diversas areas fitoecoldgicas nessas regioes.

2.9. Marcadores genéticos

2.9.1. Marcadores morfologicos e marcadores bioquimicos

De acordo com os registros de Menezes et al. (2008), at¢ meados da década de
60, os marcadores utilizados em estudo de genética e melhoramento eram controlados
por genes associados a caracteres morfologicos. Em geral, caracteristicas fenotipicas
de variacao discreta sao utilizadas como marcadores morfolégicos desde os tempos de
Mendel com fendtipos de facil identificagdo visual, como a cor da pétala e morfologia
foliar. Os descritores morfoldgicos sdo tradicionalmente utilizados na caracterizacao
de cultivares. Porém, o emprego destes descritores apresenta algumas limitacdes,
como o efeito do ambiente, efeitos da agdo génica, pleiotropia e epistasia.

Segundo alguns autores (Patterson et al., 1991; Sousa e Sorrells, 1991;
Carvalho et al.,, 2000), a maioria dos marcadores morfolégicos apresenta a
desvantagem de identificacdo porque eles podem ser usados somente em nivel de
planta inteira ou adulta. Além disso, o ambiente pode modificar a expressdo desses
marcadores e ocasionar uma interpretagdo errada dos resultados obtidos. Por isso,
alguns marcadores bioquimicos sdo propostos como alternativa para discriminar
geneticamente populagdes de determinadas espécies. Os marcadores bioquimicos
(proteinas, enzimas, ou fragmentos de DNA) podem ser utilizados a partir de amostras

de células ou de tecidos de parte de plantas (folhas, embrides, cotilédones, pdlen, etc.).
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Tais marcadores foram desenvolvidos nas décadas de 60-70 e permitiram que muitas
das dificuldades detectadas pelo uso dos marcadores morfologicos fossem resolvidas.

O’donoughue et al. (1994) ressaltaram que as isozimas, freqlientemente usadas
como marcadores bioquimicos, compreendem formas moleculares de uma mesma
enzima, com fun¢des metabodlicas especificas e representam um grupo especializado
de proteinas, estando presentes em todos os organismos. Segundo os referidos autores,
esses marcadores oferecem vantagens importantes sobre os marcadores morfologicos
convencionais. Sua heranga ¢ codominante e o heterozigoto ¢ facilmente reconhecido,
permitindo que a segregagao seja acompanhada de maneira confiavel.

No livro texto de Ferreira e Grattapaglia (1995), esses autores explicam que o
uso das isozimas, como marcadores genéticos moleculares, baseia-se na premissa de
que diferengas na sua mobilidade em um campo elétrico sdo resultantes de diferengas
nas seqiiéncias de DNA que codificam sua seqiiéncia de aminoacidos. Desta forma,
estas diferencas sdo geneticamente herdaveis, j& que representam modificagdes na
seqiiéncia do DNA que as codificam. Os autores ressaltam também que o controle
genético das isozimas ocorre por meio de varios genes que podem ser alelos de um
mesmo loco, ou estar situados em diferentes locos.

Falcao e Contel (1991) destacaram que as variagdes protéicas e de isozimas
sdo de grande importincia nos estudos genéticos como indicadores dos niveis de
polimorfismo e relacionamento filogenético, na identificacdo de racas, espécies e
populagdes, representando, desse modo, uma valiosa ferramenta para estudos
evolutivos e taxonOmicos. Cavalli-Molina (1984) também destacou que numerosos
estudos de locos enzimaticos mostraram a existéncia de niveis significativos da
variacdo génica intra e interpopulacional em uma mesma espécie, além de uma
diferenciacdo considerdvel entre espécies no grau de heterogeneidade isozimadtica
intrapopulacional.

Torggler et al. (1995) e Anti (2000) enfatizaram que, em plantas cujas
caracteristicas de valor adaptativo sdo, em sua maioria, controladas por muitos genes
de pequeno efeito fenotipico, o estabelecimento da correspondéncia entre variagao
1sozimatica e variagdo fenotipica ¢ dificil de ser compreendido claramente. Nos

estudos de DNA, entretanto, essa relacao estaria ainda mais distante, além de ser muito
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pouco conhecida em plantas. Desse modo, nas décadas de 80-90, postulava-se que o
papel das isozimas como marcadores genéticos seria de valor indiscutivel para as
diversas areas basicas de pesquisa genética em plantas. Postulava-se ainda que, para o
futuro, as isozimas apresentariam um enorme potencial para serem usadas junto com
marcadores moleculares (Clegg et al,, 1990), monitorando o mapeamento de
caracteristicas quantitativas (Tanksley e Orton, 1983).

Aguero (2002) destacou que numerosos estudos de locos enzimaticos
mostraram a existéncia de niveis significativos da variagdo génica intra e
interpopulacional em uma mesma espécie, além de uma diferenciacao consideravel

entre espécies no grau de heterogeneidade isozimatica intrapopulacional.

2.9.2. Isozimas esterases em Cereus repandus

As 1sozimas esterases apresentam especificidade por substratos diferentes, de
modo que o uso destes substratos separadamente ou combinados pode evidenciar
varios locos simultaneamente e os respectivos alelos destes locos em uma ou mais
populagdes (Tanksley e Orton, 1983; Soltis e Soltis, 1989). Desta forma, o estudo de
variagdes genéticas nos diferentes locos pode ser analisado simultaneamente.

A eletroforese em gel de poliacrilamida para a analise de isozimas esterases,
denominada de sistema PAGE (Polyacrilamide Gel Electrophoresis), foi inicialmente
desenvolvida para a classificacdo bioquimica e funcional das esterases em vertebrados
e insetos, particularmente em espécies do género Drosophila (Healy et al., 1991;
Lapenta et al.,, 1995; 1998). Porém, esta técnica ja foi empregada para analisar
1sozimas o- e [-esterases em diferentes espécies de plantas (Pereira et al., 2001;
Carvalho et al., 2003; Orasmo et al., 2007; Frigo et al., 2009).

Recentemente, o sistema PAGE foi aplicado para o estudo de isozimas a- € 3-
esterases em populagdes de Cereus repandus descendentes de plantas cultivadas e de
plantas regeneradas in vitro (Faria et al., 2011). Nesse trabalho, foi possivel evidenciar
14 locos para as isozimas a- e P-esterases € um polimorfismo em sete locos em
populacdes de Cereus, que foi analisado para estimar a diversidade genética e verificar
de que forma as populagdes desta espécie, cultivadas e regeneradas in vitro, estdo
geneticamente estruturadas.
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Para a caracterizagdo bioquimica das esterases, utilizando o sistema PAGE,
sdo usados os substratos ésteres de o- e [-naftil acetato, que permitem uma
classificagdo das esterases de acordo com a preferéncia das isozimas por a- e/ou -
naftil acetate (Johnson et al., 1966; Steiner ¢ Johnson, 1973). Para a caracterizagao
funcional da atividade das isozimas esterases, a literatura recomenda o uso dos
inibidores acido p-cloromercuriobenzoato (pCMB), organofosforados (OPs) e sulfato
de eserina (Holmes e Masters, 1967). O uso desses inibidores permite identificar
1sozimas acetilesterases, carboxilesterases, arilesterases e colinesterases. As
arilesterases sdo inibidas por pCMB; as colinesterases sdo inibidas por OPs e por
sulfato de eserina; as carboxilesterases sdo inibidas por OPs, mas ndo inibidas pelo

sulfato de eserina; e as arilesterases ndo sao inibidas por estes grupos de substancias.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (sistema PAGE: Polyacrilamide Gel

Electrophoresis)

A diversidade genética presente nas plantas de mandacaru do sul, do sudeste e
mandacaru do nordeste foi avaliada por meio de marcadores bioquimicos
representados, neste trabalho, pelas isozimas o- ¢ (- esterases. Para a extracdo das
isozimas, utilizou-se aproximadamente 200 mg de tecidos de caules de 601 plantulas
de madacaru, sendo 460 plantulas provenientes da germinagao de sementes dos frutos
de plantas de mandacaru presentes em 14 localidades na regidao de Maringé, Estado do
Parana, sul do Brasil; 135 plantulas oriundas de sementes de frutos de plantas de
mandacaru presentes em 6 localidades na regido de Picos, estado do Piaui, no nordeste
do Brasil; e de 6 plantulas provenientes de sementes de frutos de uma planta de
mandacaru presente em 1 localidade na ilha da Juréia em 1 localidade, Estado de Sao

Paulo, regido sudeste do Brasil.

Figura 7 - Amostra de plantulas do género Cereus produzidas a partir de sementes
coletadas de uma populagao de cactos em estudo.
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As sementes coletadas de cada populacdo foram esterilizadas, durante cinco
minutos, em detergente comercial, lavadas em agua destilada e, posteriormente,
incubadas por 30 minutos em solu¢dao de hipoclorito de s6dio comercial. Apds serem
esterelizadas, as sementes foram levadas para a cadmara de fluxo laminar e lavadas por
trés vezes em agua destilada. Em seguida, foram inoculadas em frascos de vidro
contendo meio de cultura preparado segundo o protocolo de Knudson (1946) (Quadro
1). Os frascos foram vedados com filme de PVC e acondicionados durante seis meses,
em temperatura ambiente, em estantes no Laboratorio de Eletroforese e Cultura de
Tecidos Vegetais do Departamento Biologia Celular e Genética da Universidade
Estadual de Maringd. As sementes germinaram e, apOs seis meses, produziram
plantulas (Figura 7), as quais foram usadas para representar populacdes de mandacaru

descendentes das plantas regionais.

Quadro 1 - Composi¢ao de macro e micronutrientes de meio de cultura segundo o
protocolo de Knudson (1946)

Composi¢ao 1000 mL de meio de cultura (g/L)
Macronutrientes

Ca(NOs), 4H,0 1,00000
KH,PO, 0,25000
MgSO, 7H,0 0,25000
(NH4),SO, 0,50000
FeSO, . 7H,0O 0,02500
MnSO,. 4H,0 0,00750
Complementado com micronutrientes:

H3;BO; 0,00056
MoO; 0,00016
CuSO, 0,00040
ZnSOy. 7TH,O 0,00331
Sacarose 2%
Ph 5,4

As amostras dos caules das plantulas foram pesadas e homogeneizadas em
tubo para microcentrifuga. Em cada tudo, foi usado 20 pL de solu¢do de extracdo

gelada preparada com tampao fosfato de sodio 1,0 M pH 7,0, PVP-40 5%, EDTA 1,0
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mM, B-mercaptoetanol 0,5% e glicerol 10% (Quadro 2). As amostras foram maceradas
com bastdo de vidro em banho de gelo e, em seguida, centrifugadas em centrifuga

refrigerada, durante 30 minutos com 14.000 r.p.m. na temperatura de 4°C.

Quadro 2 - Composicao da solugdo usada na extracao das isozimas a- e - esterases de
caules de plantulas de mandacaru

Solu¢do de Extragao

Tampao fosfato de sodio 1,0 M 890 uL.
pH 7,0

PVP-40 5% 50 mg
EDTA 1,0 mM 10 uL
B-mercaptoetanol 5uL
Glicerol 50 uL

Os géis de poliacrilamida de separagdo e empilhamento utilizados neste
trabalho foram preparados segundo o protocolo descrito por Faria et al. (2011). Os géis
de separacdo foram preparados com uma concentracdo de 12% de acrilamida e os
volumes das solugdes-estoque para o preparo destes géis foram preparados conforme
descrito no Quadro 3, e para o preparo dos géis de empilhamento conforme descrito no
Quadro 4. Uma aliquota de 45 pL. do sobrenadante de cada amostra foi aplicada em
cada pogo do gel. Para os eletrodos, foi utilizado tampao Tris-glicina 0,1 M, pH 8,3.
As condi¢des da eletroforese foram adequadas usando como referéncia os padroes
estabelecidos por Pereira et al. (2001), a migracao foi realizada por cinco horas a 200

V na fonte.

Quadro 3 - Volumes das solugdes-estoque utilizadas para o preparo dos géis de
separagdo para analisar as a- e -esterases de mandacaru

Solucao Estoque Volume

Solugao acrilamida/bisacrilamida* 6,2 mL
Solugdo Tampao (Tris-HCI 1,5 M pH 8,8) 4,0 mL
Agua destilada 5,7 mL
Persulfato de amoénia 2% 0,320 mL
TEMED 25 ulL

* A solugdo-estoque de acrilamida/bisacrilamida foi filtrada com 30 g de acrilamida e
0,8 g de bisacrilamida, dissolvidas em 100mL de 4gua destilada.

18



Apo6s a eletroforese, os géis foram incubados em 50 mL de uma solugdo
tampao fosfato de sddio 0,1 M e pH 6,2, por 30 minutos a temperatura ambiente. Para
evidenciar as isozimas a- e -esterases, os géis foram transferidos para uma solucao de
50 mL do mesmo tampao fosfato de sodio acrescida de 40 mg de B- naftil acetato, 40
mg de a-naftil acetato (ésteres dissolvidos em 1 mL de acetona), 60 mg do corante
Fast Blue RR salt e 5 mL de N-propanol e, em seguida, incubados por 60 minutos em
estufa a 37°C. Apos a coloragdo, os géis foram fixados, em temperatura ambiente,
durante 1-24 horas em soluc¢do de acido acético 7,5% e glicerol 1%; e, posteriormente,
embebidos com gelatina 5%, acondicionados entre duas folhas esticadas de papel

celofane e colocados para secar por 24-48 horas.

Quadro 4 - Volumes das solugdes-estoque utilizadas para o preparo dos géis de
empilhamento para analisar as a- e B-esterases de mandacaru

Soluc¢do Estoque Volume

Solugao acrilamida/bisacrilamida* 3,0 mL
Tampao Tris-HCI1 0,24M pH 6,8 3,0 mL
Agua destilada 30 uL
TEMED 3,0 uL
Persulfato de Amonia 2% 250 uL

* A solucdo-estoque de acrilamida/bisacrilamida foi filtrada com 5 g de acrilamida e
0,25 g de bisacrilamida, dissolvidas em 50mL de 4gua destilada.

3.2. Analise dos dados

Apos a revelagdo das regides de atividade das isozimas o- e -esterases, foram
estimados as freqiiéncias dos alelos e os parametros de diversidade genética, foram:
propor¢do de locos polimoérficos, o nimero médio de alelos por loco polimorfico, a
heterozigosidade média observada (H,) e a esperada (H.) para as populacdes de
plantulas de mandacaru provenientes das sementes coletadas de plantas da cidade de
Maringa, da cidade de Picos, e da praia da Jur¢ia. O afastamento do equilibrio de
Hardy-Weinberg foi examinado em cada loco polimérfico para cada populacdo. O
deficit de heterozigotos (Fjs), o coeficiente de endogamia (F;), a diversidade genética

entre as populagdes (Fy) e o fluxo génico entre as populagdes (N,,) foram estimados
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empregando-se o programa POPGENE 1.32 (Yeh et al.,, 1999). Também foram
estimadas a identidade genética de Nei e as distancias entre todos os pares de acessos.
Cada loco foi representado pela denominagdo Est acompanhado de um nimero arabico

(ex.: Est-1 e Est-2) e os alelos foram sobrescritos aos seus respectivos loco (ex.: Est-
M.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A morfologia das plantas adultas de mandacaru da regido de Maringa (Figura
8) e da planta da regido da praia da Juréia ¢ similar a morfologia das plantas adultas de
mandacaru localizadas em Picos (Figura 9), na regido nordeste do Brasil, no que se
refere ao numero de costelas e a disposi¢do das aréolas. Nas 50 plantas de mandacaru
de Maringd, na planta da praia da Juréia e nas 45 plantas de mandacaru de Picos, foi
observado um numero de costelas variando de 4-6, dependendo do estidgio de
desenvolvimento dos caules. Os caules mais jovens apresentaram 4 costelas e, durante
o crescimento desses caules, observou-se que este nimero aumenta para 5 e finalmente

para 6 costelas nos maiores ramos.

Figura 8 - Fotografia de uma planta de mandacaru localizada na cidade de Maringa,
Estado do Parand, regido sul do Brasil.
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Figura 9 - Fotografia de uma planta de mandacaru localizada na cidade de Picos,
Estado do Piaui, regido nordeste do Brasil.

A andlise das isozimas a- e B-esterases das plantulas de mandacaru formadas a
partir das sementes de plantas coletadas nas cidades de Maringd, Picos, ¢ na praia da
Juréia, mostraram os 14 locos previamente descritos por Faria et al. (2011) em
plantulas cultivadas de C. repandus. Os 14 locos foram numerados em ordem
decrescente em direcdo ao anodo, de modo que o loco menos anddico foi denominado
Est-14 e o mais anodico foi denominado Est-1 (Figuras 10 e 11). No trabalho de Faria
et al. (2011), dos 14 locos obtidos, somente 7 locos foram passiveis de interpretagdao
que foram: Est-1, Est-2, Est-3, Est-4, Est-5, Est-6 e Est-14.

Os alelos produtos do loco Est-1 foram evidentes somente na populacdo de
plantas da regido de Maringa. Neste loco, foi observado um polimorfismo determinado
por 2 alelos no loco Est-1 das plantas cultivadas no Estado do Parand, mas o produto
do referido loco apresentou uma coloragdo muito fraca, ou foi ausente, nas plantulas
de mandacaru provenientes das regides nordeste e sudeste. Por isso o polimorfismo do

loco Est-1 ndo foi analisado no presente estudo.
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Figura 10 - Isoesterases avaliadas em gel de poliacrilamida para 17 plantulas de
mandacaru, crescidas a partir de sementes coletadas de plantas localizadas na regido de
Maringé (1 a 6) e na regido de Picos (7 a 17).

Figura 11 - Isoesterases avaliadas em gel de poliacrilamida para 16 plantulas de
mandacaru, crescidas a partir de sementes coletadas de plantas cultivadas na praia da
juréia (1 a 6) e na regido de Picos (7 a 16).
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O produto do loco Est-3 observado nas plantulas provenientes da cidade de
Maringa também nao foi encontrado nas amostras provenientes da regido de Picos e da
praia da Juréia. Est-3" (nulo) foi verificado por Faria et al. (2011) em 10,62% de
plantas obtidas in vitro. Embora ndo seja possivel decifrar o significado de alelos nulos
no loco Est-3, tal evidéncia mostrou que o referido loco também ¢ polimorfico. Desta
forma, foi possivel verificar nas plantulas do género Cereus das trés regides,
polimorfismos nos locos Est-1, Est-2, Est-3, Est-4, Est-5, Est-6 ¢ Est-14. A propor¢ao
de locos polimorficos para a- e B-esterases foi de 57,14%. O polimorfismo nos locos
Est-2, Est-4, Est-5, Est-6 ¢ Est-14, considerados como claros € bem definidos nas
plantulas das trés regides, foram usados para comparar estes trés grupos de mandacaru.

As freqliéncias genotipicas dos alelos nos locos Est-2, Est-4, Est-5, Est-6 e
Est-14, das plantulas das regides sul, nordeste, e sudeste, estao registradas no Quadro
5. Os alelos Est-2', Est-5 e Est-14’ foram encontrados somente na popula¢io de
mandacaru proveniente de Picos. Desta forma, os locos Est-2, Est-3, Est-5 ¢ Est-14
podem ser classificados como locos diagnosticos usados para discriminar plantas de
mandacaru de Picos das plantas de Maringa.

A maior diversidade genética representada pelos parametros, nimero efetivo
de alelos (N, = 3,58) e pelo valor da heterozigosidade média esperada foi constatada
no loco Est-4 nas populagdes de mandacaru de Maringd, no Parana (H., = 0,7207), e de
Picos, no Piaui (H. = 0,7411) (Quadro 6, 7 e 8). Na populagdao de plantulas de
Maringd, o valor maior de heterozigosidade média observada foi detectado no loco
Est-14 (H, = 0,5812), e na populacdo de Picos o maior valor foi observado no loco
Est-2 (H, = 0,6074). Os valores negativos de F;; nos locos Est-5 (-0,0257) e Est-14 (-
0,0881) indicam excesso de genotipos heterozigotos nestes locos, enquanto que os
valores positivos nos locos Est-4 (0,4777) e Est-6 (0,4085) apontam para um déficit de
heterozigotos (Quadro 6). Um excesso de gendtipos heterozigotos pode ser explicado
em razdo da auto-incompatibilidade descrita para a espécie C. repandus. Silva e
Sazima (1995) descreveram a auto-incompatibilidade em plantas de C. repandus, € um
sistema de polinizagdo cruzada obrigatério foi descrito como essencial para a
reproducao nesta espécie (Mizrahi et al., 1997). Por outro lado, o déficit de

heterozigotos nos locos Est-4 e Est-6 ¢ uma indicacao de que genotipos homozigotos
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para a- e B-esterases nestes locos podem ter um significado fisioldgico importante para
a manutencdo das plantas, e por isso estariam sendo alvo de selecao natural, ou

artificial pelo homem, como resultado de propagacgao clonal.

Quadro 5 - Distribui¢ao dos alelos nos locos Est-2, Est-4, Est-5 e Est-14 nas
populagdes de plantulas descendentes de plantas de mandacaru localizadas na regiao
de Maringé, Picos e praia da Juréia

Loco Alelos Maringa Picos Praia da Juréia
Est-2 1 - 0,0444

2 1,0000 0,6444 1,0000

3 - 0,2630

4 - 0,0481
EHW - 13.660" -
Est-4 1 0,0139 0,0110 -

2 0,1051 0,1471 -

3 0,3707 0,3051 0,4167

4 0,2691 0,2684 0,5833

5 0,2413 0,2684 -
EHW 318.4793" 46.7127 2.3809 ™
Est-5 1 0,5944 0,1397 0,6667

2 0,4036 0,7794 0,3333

3 - 0,0809 -
EHW 0.2789 N 53.1752° 1.0714™
Est-6 1 0,0524 - 0,8333

2 0,7585 0,5376 -

3 0,1880 0,2594 -

4 - 0,2680 0,1667

5 0,0011 : -
EHW 176,3032" 20,9293 0,1111%
Est-14 ] 0,3668 0,1306 -

2 0,5598 0,1306 -

3 0,0534 0,3433 -

4 - 0,3955 -
EHW 32,7844" 127,2282" 0,1111 ™

Est — esterase. EHW — Equilibrio de Hardy-Weinberg. **Significativo para P< 0,05,
indicando a auséncia do equilibrio de Hardy-Weinberg. NS: ndo significativo,
indicando equilibrio de Hardy-Weinberg.

As esterases produtos do loco Est-4 foram classificadas por Faria et al. (2011)
como [-esterases preferenciais, por hidrolisar preferencialmente o substrato B-naftil

acetato em presenca dos substratos a- e -naftil acetato, e com atividade arilesterases e
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carboxilesterases. As esterases do loco Est-6 foram caracterizadas como sendo a-
esterases especificas (hidrolisam especificamente o substrato a-naftil acetato) e
mostraram atividade carboxilesterases. A atividade das carboxilesterases em plantas
tem sido correlacionadas com processos de diferenciagdo (Gahan et al., 1983; Melati et
al., 1996) e com processos de sinalizagao celular (Stuhlfelder et al., 2002).

Os esteres produzidos pelas plantas para atrair polinizadores e/ou para deter
herbivoros tém sido sugeridos como os substratos para as carboxilesterases em plantas
(Pichersky e Gershenzon, 2002). Os processos de interacdo planta-patdogeno e a
supressao da morte celular programada associada com respostas de hipersensibilidade
durante ataques por patdogenos também foram relacionados com a atividade de
carboxilesterases (Marshall et al., 2003). Desta forma, € possivel supor que genotipos
homozigotos especificos para carboxilesterases dos locos Est-4 ¢ Est-6 possam estar
sendo preferencialmente selecionados, de acordo com as funcdes fisiologicas

especificas destas isozimas.

Quadro 6 - Diversidade genética obtida para cada loco em populacdes de plantas de
mandacaru localizadas na regido de Maringa (PR)

Loco N, N. H, H. Fi
Est-2 1 1 0,0000 0,0000 -
Est-4 5 3,58 0,3764 0,7207 0,4777
Est-5 2 1,93 0,4946 0,4872 -0,0257
Est-6 4 1,63 0,2286 0,3865 0,405

Est-14 3 2,14 0,5812 0,5342 -0,0881
TOTAL 3 2,14 0,3362 0,4247

N, - nimero de alelos, N, - numero efetivo de alelos, H, - heterozigosidade média
esperada, (H,) - heterozigosidade observada e Fj - coeficiente médio de endogamia.

Os locos Est-2, Est-4, Est-5, Est-6, e Est-14 analisados apresentaram 20 alelos,
com uma média de 1,42 alelos por loco e 4,2 alelos por loco polimorfico. A proporgao
de locos polimérficos, o nimero médio de alelos por locos (N,), o nimero efetivo de
alelos (N.) e os valores estimados para a heterozigosidade média observada (H,) e

esperada (H.) nas plantulas de mandacaru das trés regides do Brasil estdo relacionados
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no Quadro 9. A diversidade genética maior, traduzida pela propor¢cdo de locos
polimorficos, pelos valores de N, e N, e valores de H, ¢ H,, foi maior na populacao de
plantulas da regido de Picos, nordeste do Brasil. A diversidade genética menor foi
observada nas plantulas da praia da juréia, sudeste do Brasil. Entretanto, o resultado
verificado na populacdo representante de Juréia pode ser considerado questionavel e
merece investigagdes adicionais devido ao nimero de amostras de plantulas reduzido
(somente seis plantulas), procedente da referida regido. Um excesso de gendtipos

heterozigotos foi observado apenas nas plantulas da praia da juréia.

Quadro 7 - Diversidade genética obtida para cada loco em populagdes de plantas de
mandacaru localizadas na regido de Picos (PI)

Loco N. Ne H, H. F;
Est-2 4 2,04 0,6074 0,5112 -0,1881
Est-4 5 3,86 0,5147 0,7411 0,3055
Est-5 3 1,57 0,3068 0,3665 0,1573
Est-6 3 2,51 0,4511 0,6025 0,2512
Est-14 4 3,24 0,3134 0,6916 0,5468
TOTAL 3,8 2,64 0,4391 0,5826

N, - nimero de alelos, N, - numero efetivo de alelos, H, - heterozigosidade média
esperada, (H,) - heterozigosidade observada e F; - coeficiente médio de endogamia.

A ocorréncia de alelos exclusivos observados nas plantulas de mandacaru de
Maringa (Est-3) e de Picos (Est-2', Est-2°, Est-2* Est-5° e Est-14") e a freqiiéncia
diferencial dos varios alelos nas referidas populagdes, e também na populagao
proveniente de Juréia, determinaram uma significativa diferenciagao genética entre as
populacdes de mandacaru. A diferenciagdo genética entre as plantulas das trés regides
brasileiras foi alta (Fy = 0,2132; Quadro 10). Valores de Fy > 0.20 indicam um nivel
de divergéncia populacional alto (Wright, 1978), ou seja, uma alta diferencia¢do
genética entre as plantulas das trés regides do Brasil. O coeficiente de endogamia (Fj)
foi 1gual a 0,2691 e o déficit de heterozigotos (F;s) foi de apenas 0,0711. Um excesso
de gendtipos heterozigotos foi verificado apenas nos locos Est-2 e Est-5. O valor de

fluxo génico também foi baixo (N,, = 0,9227) de acordo com uma expectativa em
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razdo das distancias geograficas distintas entre as trés regides do Brasil, mais

pronunciada entre as regides sul e nordeste do Brasil.

Quadro 8 - Diversidade genética obtida para cada loco em populagdes de plantas de
mandacaru localizadas na praia da Juréia (SP)

Loco N, N. H, H. Fi

Est-2 1 1,0 0,0000 0,0000 -
Est-4 2 1,94 0,8333 0,4861 -0,7143
Est-5 2 1,80 0,6667 0,4444 -0,5000
Est-6 2 1,38 0,3333 0,2778 -0,2000
Est-14 2 1,38 0,3333 0,2778 0,2000
Total 1,8 1,5 0,4333 0,2972

N, - numero de alelos, N, - nimero efetivo de alelos, H, - heterozigosidade média
esperada, (H,) - heterozigosidade observada e Fj, - coeficiente médio de endogamia.
As relagoes de similaridade entre as plantas das trés regides sul, sudeste, e
nordeste apresentaram valores de identidade variando de 0,5992 (entre as plantulas das
regioes sudeste e nordeste) a 0,7787 (entre as plantas das regides Sul e Nordeste)

(Quadro 11).

Quadro 9 - Comparacdo da diversidade genética entre populagdes de plantas
localizadas nas regides de Maringd, Picos e praia da Juréia

Populacoes N N %P N Ne H, H.

Maringa 460 4 28,57 3,00 2,06 03362 0,4247
Picos 135 5 35,71 3,80 2,65 04391 0,5826
Juréia 6 4 28,57 1,80 1,50 0,4333 0,2972
TOTAL 601 5 35,71 4,20 2,33 0,3602 0,5020

N — numero de plantulas, N, — namero de locos polimoéficos, %P — propor¢io de
locos polimoérficos, N, - niamero de alelos, N, - numero efetivo de alelos, H. -
heterozigosidade média esperada e (H,) - heterozigosidade observada.

O nivel de identidade observado para estas populagdes de plantulas ¢ inferior a

0,85. Conforme descrito por Thorpe e Solé-Cava (1994), valores de identidade
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genética inferiores a 0,85 sdo freqiientemente encontrados para espécies
geograficamente distantes em processo de especiagdao, ou para espécies co-genéricas
(espécies diferentes do mesmo género). De acordo com este postulado, as plantas de
mandacaru encontradas nas regides de Maringa, Picos € na praia da juréia podem
corresponder a espécies diferentes: C. repandus, C. hildmanianus, ¢ C. jamacaru,
respectivamente, conforme vem sendo denominado por pesquisadores das referidas
regides, a despeito de apresentarem morfologia similar no que diz respeito ao nimero
de costelas (variando de 4 a 6-7, dependendo da idade e desenvolvimento dos caules) e

distribuicao dos botdes axilares similares.

Quadro 10 - Diferenciagdo genética entre as populacdes de mandacaru das regides de
Maringa, Picos e praia da Juréia

Loco Fi Fi Fy N

Est-2 -0,1881 0,0575 0,2067 0,9592
Est-4 0,1147 0,1691 0,0614 3,8188
Est-5 -0,1369 0,0668 0,1791 1,1455
Est-6 0,2003 0,5097 0,3869 0,3961
Est-14 0,1833 0,4179 0,2872 0,6204
TOTAL 0,0711 0,2691 0,2132 0,9227

Fi — coeficiente de endogamia, F; — diversidade entre populagdes, F;; — déficit de
heterozigotos e N,,, — valor de fluxo génico.

Segundo Vanzolini (1981), a distribui¢do de plantas de cactos na América do
Sul, onde se inclui o Brasil, ¢ descontinua devido a provaveis mudancgas
paleoclimaticas e paleogeomorfologicas a partir do final do periodo terciario. A
descontinuidade deve ter levado ao isolamento reprodutivo onde o fluxo génico
diminui gradativamente e, apds sucessivas geracoes, onde diferengas substanciais sdo
acumuladas, os conjuntos génicos dos grupos isolados passaram a divergir por agao
diferencial de fatores evolutivos em cada grupo (Willians, 2001), resultando em um
evento de especiacdo em mandacaru.

E possivel que as diferencas entre as plantas de mandacaru das trés regides
brasileiras sejam conseqiiéncias de processos de especiacdo, devido ao isolamento
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geografico. Por outro lado, as diferencas nos niveis de diversidade genética entre as
plantas de mandacaru das referidas regides podem estar associadas a diferengas na
forma primaria de propagacao, sexual ou clonal (Chung e Epperson 2000; Chung et
al., 2000), a fatores historicos (Hamrick e Godt 1996; Nason et al., 2002), a
caracteristicas especificas de regides (Young, 1995), e/ou a acdo evolutiva diferencial
(Hamrick et al., 1992). A forma de propagacao descrita em C. repandus ¢ sexual, por
sementes, onde o sistema de polinizagdo cruzada ¢ necessario para a reproducdo da
espécie (Silva e Sazima, 1995; Mizrahi et al., 1997), ou vegetativa, sendo esta tltima
considerada predominante em populagdes urbanas. A auto-incompatibilidade também
descrita em C. repandus (Silva e Sazima, 1995) poderia explicar a significante

proporcao de fendtipos heterozigotos.

Quadro 11 - Relagdes de similaridade entre as populagdes das regides de Maringa,
Picos e praia da Juréia

Populagao Maringa Picos Juréia
Maringa ok ok 0,7787 0,6367
Picos 0,2502 Gk 0,5992
Juréia 0,4514 0,5121 otk

As plantas de mandacaru provenientes de Picos apresentaram niveis de
diversidade genética maiores, considerando os parametros analisados no presente
estudo: niimero de alelos e heterozigosidade média (Quadros 12 e 13). Esta maior
diversidade genética encontrada nas plantas de mandacaru de regides xerofitas
(caatinga) poderia ser justificada por uma forma de propagacdo predominante por
sementes; isto resultaria em maior diversidade genética quando comparada com
plantas predominantemente propagadas de forma vegetativa. As plantas parentais
analisadas na cidade de Maringd sdo urbanas, cultivadas em jardins, ¢ a forma
predominante de propagagdo parece ser clonal, por mudas que sdo aleatoriamente
distribuidas por sele¢do artificial do homem.

Por outro lado, a germinacdo de sementes e manutencao de plantulas em

cactos colunar ¢ descrita como sendo fortemente limitada por fatores climaticos, tais
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como a umidade de solos (Rojas-Aréchiga e Vazquez-Yanes, 2000; Rojas-Aréchiga et
al., 2001) e, neste contexto, as diferengas regionais entre sul e nordeste estariam
favorecendo o processo de germinagdo de sementes de plantas de mandacaru da regido
sul, caracterizado por maior indice pluviométrico. O clima seco e arido da regido da
caatinga no nordeste ndo poderia explicar uma maior propor¢ao de plantas crescidas de
sementes, para justificar uma maior diversidade genética nas referidas populagdes.

Ha evidéncias de que a taxa de germinacdo das sementes coletadas de plantas
mantidas em Maringé e em Picos foi similar apds 4 dias em condi¢des de laboratorio e
o numero de sementes germinadas nao foi significativamente diferente. Mas, apos oito
dias da distribui¢do das sementes nas condigdes para a germinagdo, o numero de
sementes de plantas da regido Sul que germinaram foi significativamente maior do que
o nimero de sementes germinadas obtidas de plantas da regido nordeste do pais

(Bevilaqua, 2010).

Quadro 12 - Anélise de populagdes formadas por plantulas crescidas de sementes
produzidas por 14 plantas localizadas na regido de Maringa (PR)

Populagdes N Ny %P N. N, H, H.
P1 20 5 35,71 3,20 1,915 0,3800 0,4437
P2 42 35,71 3,20 2,35 0,5398 0,5276

5
P3 21 5 35,71 3,00 1,90 03714  0,4175
P4 32 5 35,71 3,80 2,26 0,3796  0,5479
P5 21 5 35,71 3,60 2,11 04519 0,5107
5

TOTAL 135 35,71 3,80 2,65 0,4391 0,5826

N — nimero de plantulas, N,y — niimero de locos poliméficos, %P — propor¢do de
locos polimoérficos, N, - nimero de alelos, N, - nimero efetivo de alelos, H. -
heterozigosidade média esperada e (H,) - heterozigosidade observada.

As consideragdes expostas acima parecem contrariar a hipdtese de que a
reproducdo das plantas de mandacaru nas regides aridas do nordeste seja
predominantemente de forma sexuada. Entretanto, ¢ importante ressaltar que, como os
testes de germinagdo das sementes foram feitos em condi¢des in vitro, € possivel

admitir que, em condigdes naturais e locais especificos, as respostas das sementes as
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condi¢des para a germina¢do ndo sejam as mesmas das observadas in vitro. Assim, ¢
possivel que as sementes de mandacaru da regido nordeste estejam adaptadas ao clima
arido do nordeste e as condicdes in vitro ndo sdo as mais adequadas para estimular a

germinagdo destas.

Quadro 13 - Andlise de populacdes formadas por plantulas crescidas de sementes
produzidas por 14 plantas localizadas na regido de Maringa (PR)

Populagdes N N %P N. N, H, H.

P1 32 4 28,57 2,20 1,85 0,3625 0,3582
P2 32 4 28,57 2,40 1,74 0,375  0,3554
P3 30 4 28,57 2,40 1,92  0,4200 0,3857
P4 26 3 21,42 2,00 1,55 0,3231 0,2892
P5 40 3 21,42 1,60 1,46  0,4062 0,2553
P6 34 3 21,42 1,80 1,64 0,1733  0,3083
P7 35 4 28,57 2,80 1,75 03771  0,3469
P8 30 4 28,57 2,40 1,94  0,2800 0,4017
P9 35 4 28,57 2,00 1,47 04171  0,2831
P10 26 4 28,57 1,80 1,40 03769 0,2472
P11 26 4 28,57 2,20 1,75 04385 0,3797
P12 35 4 28,57 2,20 2,02 0,3886  0,4390
P13 35 4 28,57 2,60 1,75 02686 0,3581
P14 43 4 28,57 2,20 1,64 0,1762 0,3195
TOTAL 460 4 28,57 3,00 2,05 0,3362 0,4247

N — numero de plantulas, N,y — niimero de locos polimoficos, %P — propor¢do de
locos polimérficos, N, - numero de alelos, N, - ntimero efetivo de alelos, H, -
heterozigosidade média esperada e (H,) - heterozigosidade observada.

Portanto, ¢ possivel admitir que a forma predominante de propagagdo sexual
por sementes de mandacaru de Picos podem explicar a maior diversidade genética
encontrada no estudo dos locos das a- e P-esterases destas populagdes de plantas.
Fatores historicos postulados, tais como a regido nordeste do pais ser o centro de
origem das plantas de mandacaru e a agdo evolutiva diferencial, imposta por
diferencas edafoclimdticas regionais, também poderiam ser usados para justificar uma

maior diversidade genética nas plantas de mandacaru encontradas em Picos.
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Entretanto, estas sdo especulagdes que merecem ser futuramente investigadas.
Informacdes das diferengas histéricas e climaticas entre as duas regides serdo
necessarias para analisar os possiveis efeitos destes fatores na determinacdo de mais
altos niveis de variabilidade genética em plantas de mandacaru da regido nordeste do
Brasil.

A andlise de populacdes formadas por plantulas crescidas de sementes
produzidas por 5 plantas cultivadas em Picos mostrou que a divergéncia genética entre
as 5 populagdes formadas (Fy = 0,1475) ¢ menor que a divergéncia genética entre
populagdes descendentes de plantas de mandacaru cultivadas na regido de Maringa
(Quadros 14 e 15). A andlise de populagdes formadas por plantulas crescidas de
sementes produzidas por 14 plantas cultivadas em Maringa mostrou que a divergéncia
genética entre as 14 populagdes formadas ¢ alta (Fy = 0,2021), enquanto, entre as
populagdes de Picos, a divergéncia genética pode ser caracterizada como moderada

(Wright, 1978).

Quadro 14 - Diferenciacdo genética entre 14 populacdes de mandacaru provenientes
da regido de Picos (PI)

Loco Fi Fit Fy N

EST-2 -0,2579 -0,1265 0,1044 2,1448
EST-4 0,0842 0,2774 0,2110 0,9346
EST-5 0,0903 0,1555 0,0717 3,2344
EST-6 0,1814 0,2718 0,1105 2,0122
EST-14 0,4619 0,5608 0,1838 1,1105
TOTAL 0,1288 0,2573 0,1475 1,4446

Fi; — coeficiente de endogamia, F;; — déficit de heterozigotos, N,, — valor de fluxo
génico.

A despeito dos mais altos niveis de diversidade genética encontrados nas
plantulas de mandacaru de Picos, a base genética estimada a partir dos valores de
coeficientes de identidade, ou similaridade (Nei, 1978), também foram menores entre
as 5 populagdes descendentes de Picos; os valores de identidade foram entre 0,7412 e

0,9149, onde somente 10% das comparagcdes mostraram plantas com valores de

33



identidade superiores a 0,90. Os valores de identidade estimados entre as populacdes
formadas por sementes da regido de Maringa estiveram no intervalo entre 0,7193 e
0,9944 onde 36,66% das comparacdes apresentaram valores de identidade superiores a

0,90.

Quadro 15 - Diferenciagdo genética entre 14 populacdes de mandacaru provenientes
da regido de Maringé (PR)

LOCO Fi Fi Fy Ni,
EST-2 - - 0,0000 -
EST-4 0,2853 0,4759 0,2667 0,6872
EST-5 -0,1926 -0,0318 0,1348 1,6050
EST-6 0,0853 0,3836 0,3261 0,5166
EST-14 -0,2020 -0,0987 0,0859 2,6592
TOTAL -0,0036 0,1993 0,2021 0,9870

Fii — coeficiente de endogamia, F;; — déficit de heterozigotos, N, — valor de fluxo
génico.

A maior divergéncia genética entre as populacdoes formadas a partir das
sementes de mandacaru de Maringa pode ser resultado de uma ampla divergéncia entre
plantas parentais de origens diferentes. E essa divergéncia pode ser determinada por
heterogeneidade ambiental, considerando ser a regido Sul do Brasil caracterizada pela
ocorréncia de diversas areas fitoecoldgicas (Ramos, 2007), e/ou pela forma de

propagagdo vegetativa predominante na regido urbana de Maringa.
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5.CONCLUSAO

a) As enzimas a- ¢ P-esterases analisadas em gel de poliacrilamida sdo marcadores
bioquimicos/moleculares adequados para diferenciar populagdes ou espécies de
mandacaru.

b) As populacdes de plantas de mandacaru de Picos, no estado do Piaui, regido
nordeste do Brasil, possuem maior diversidade genética de enzimas a- e B-esterases
(nimero maior de alelos e maior heterozigosidade média) que as populagdes de
mandacaru de Maringa, regido sul do pais.

¢) Em termos praticos, os produtos dos locos Est-2, Est-3, Est-5 e Est-14 podem ser
usados como marcadores bioquimicos/moleculares para discriminar as plantas de
mandacaru de Picos, nordeste do Brasil, das plantas de mandacaru de Maring4, na

regido sul do pais.
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