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RESUMO

ELOI, Ivone Batista de Oliveira. D. Sc. Universidade Estadual de Maring4, agosto de
2014. Divergéncia genética entre tipos morfolégicos de mandacaru (Cereus
sp.; Cactaceae) propagados na natureza e regenerados in vitro. Orientadora:
Maria de Féatima Pires da Silva Machado. Conselheiros: Claudete Aparecida
Mangolin e Maria Clauda Colla Ruvolo Takasusuki.

A proposta do presente estudo foi verificar a relacdo genética em nivel molecular
entre somaclones de mandacaru com morfologia atipica (monstruoso ou
monstruosus), regenerados a partir de cultura de calos de Cereus peruvianus, e as
plantas de mandacaru com fen6tipo monstruoso (C. peruvianus var. monstruosus ou
C. monstruosus) propagadas na natureza. Para isso, a técnica de AFLP (Amplified
Fragments Length Polymorphism) foi utilizada em 51 amostras de mandacaru,
propagadas na natureza e regeneradas in vitro, com diferentes morfologias de caule.
Foram usadas seis combinac¢des de primers AFLP que geraram 534 fragmentos, dos
quais 503 (94,19%) foram polimorficos, revelando um polimorfismo médio dentro dos
morfotipos de 74,98% e diversidade genética média (h) de 0,2722. A divergéncia
genética (Gsr) entre as amostras dos cinco morfotipos de caules de mandacaru foi
alta (Gsr = 0,1957). As relacdes de similaridade entre as amostras de mandacaru
(propagadas natureza e somaclones) indicaram que estas sdo da mesma espécie
(valores de identidade genética entre 0,8747 e 0,9456) e que os tipos morfolégicos
diferentes podem ser considerados como variedades da espécie C. peruvianus. Em
nivel molecular, a nomenclatura C. peruvianus var. monstruosus é mais adequada
do que C. monstruosus. A andlise de como os tipos morfolégicos de mandacaru
estdo estruturados geneticamente mostrou que os somaclones monstruosus gerados
na cultura de calos sdo geneticamente divergentes em nivel molecular das plantas

da variedade C. peruvianus monstruosus propagadas na natureza.

Palavras-chave: Mandacaru, variedades morfologicas, AFLP, somaclones,

diversidade genética.
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ABSTRACT

ELOI, Ivone Batista de Oliveira. D. Sc. Universidade Estadual de Maringa, August,
2014. Genetic divergence between morphological types of Mandacaru (Cereus
sp.; Cactaceae) disseminated in nature and regenerated in vitro. Adviser Maria
de Fatima Pires da Silva Machado. Commitee Membrers Claudete Aparecida
Mangolin and Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

The genetic relationship was evaluated at molecular level between Mandacaru
somaclones with atypical morphology (monstrous or monstruosus), regenerated from
the calus culture of Cereus peruvianus and Mandacaru plants with monstrous
phenotype (C. peruvianus var. monstruosus or C. monstruosus) disseminated in
nature. Amplified Fragments Length Polymorphism (AFLP) technique was employed
in 51 samples of Mandacaru disseminated in nature and regenerated in vitro, with
different stalk morphologies. Six AFLP primers combinations were used, producing
534 fragments of which 503 (94.19%) were polymorphs and revealed mean
polymorphism within morphotypes at 74.98% and mean genetic diversity (h) of
0.2722. Genetic divergence (Gsr) between the samples of the five morphotypes of
the mandacaru stalks was high (Gs; = 0.1957). Similarity relationships between the
mandacaru samples (disseminated in nature and by somaclones) proved them to be
of the same species (genetic identity rates between 0.8747 and 0.9456) and that the
different morphological types may be considered varieties of the species C.
peruvianus. At the molecular level, the nomenclature C. peruvianus var. monstruosus
is more proper than C. monstruosus. Analysis of the manner the morphological types
of mandacaru are genetically structured showed that somaclones monstruosus
produced in the calus culture are genetically divergent, at the molecular levels, of

plants of the variety C. peruvianus monstruosus disseminated in nature.

Keywords: Mandacaru, morphological varieties, AFLP, somaclones, genetic

diversity.
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1. INTRODUCAO

Cereus peruvianus Mill, conhecidas popularmente como mandacaru, é
espécie representante da familia Cactaceae, a qual pode apresentar individuos
arbéreo e herbaceos, com caules suculentos e espinhosos. A familia tem cerca de
100 géneros e 1400 espécies, sendo o g@género Cereus 0 sétimo em
representatividade, com 40 espécies descritas (Judd et al., 2009). As plantas de
mandacaru tém sido destacadas na literatura em razdo de sua importancia
econOmica e industrial. Os caules das plantas de C. peruvianus séo recomendados
como fonte de produtos do metabolismo primario e também de metabdlitos
secundarios para a industria farmacéutica, de alimentos e quimica. As plantas desta
espécie produzem alcaldides aminas (Vries, 1971; Oliveira e Machado, 2003),
ésteres de cera com potencial de aplicagdo como barreira impermeével (Dembitsky e
Rezanka, 1996; Rezanka e Dembitsky, 1998) e uma goma viscosa com diversas
aplicagdes industriais (Alvarez et al., 1992; 1995; Nozaki et al., 1993; Barros e
Nozaki, 2002). Os estudos de Nozaki et al. (1993) e Barros e Nozaki (2002)
mostraram que os heteropolissacarideos complexos constituintes dos caules de C.
peruvianus podem substituir a aplicagdo de polieletrolitos sintéticos usados em
processos de tratamento de aguas residuais de industrias.

A proposta de utilizar os caules das plantas de mandacaru para obter os
heteropolissacarideos complexos estimulou o investimento na produgdo de plantas
em larga escala a partir da cultura de tecidos in vitro. A micropropagacgao de plantas
de C. peruvianus foi um investimento que gerou milhares de plantas, geneticamente
uniformes e também com varia¢cdes somaclonais (Oliveira et al., 1995; Mangolin et
al., 1997, 2002; Machado et al., 2000). Cerca de 47,5% das plantas regeneradas in
vitro a partir de calos (somaclones) mostraram variagbes na morfologia de seus
caules e 62,24% mostraram variagdes bioquimicas/moleculares (Resende et al.,
2007).

As variagbes morfoldgicas nos somaclones parecem conferir aos
somaclones fendtipos caracteristicos de diferentes variedades da espécie ou de
diferentes espécies do género. Os caules dos somaclones de C. peruvianus,
mantidos no campo durante 17 anos (1997-2014), apresentam padr6es comumente

descritos para as variedades C. peruvianus var. monstrosus, C. peruvianus var.



tortuosus ou para as espécies C. monstruosus, C. monstruosus var. minor, Cereus
sp. var. knobby monstrose, C. hildmannianus (Britton e Rose, 1963) e C. jamacaru
(Scheinvar, 1985; Gutman et al., 2001).

O ndmero e a disposicdo das costelas (ribs) contendo as aréolas
(meristemas axilares), usadas como caracteristicas taxondmicas para definir as
espécies de Cereus e as variedades de C. peruvianus (Britton e Rose, 1963), sdo as
variaveis encontradas nos somaclones ou regenerantes clonais de C. peruvianus.
Somente 20,15% das plantas de somaclones apresentam o fenoétipo original (caule
colunar e ereto) detectado em plantas obtidas a partir de sementes germinadas na
natureza (Resende et al., 2010). Estes somaclones sdo particularmente
interessantes porque apresentam alteracbes no padréo filotactico determinante da
morfologia dos caules relacionados com a evolugdo das cactéceas (Altesor e
Ezcurra, 2003) e tmbém porque podem contribuir para introduzir variabilidade
genética na espécie C. peruvianus. A geracdo de variabilidade genética nesta
espécie € importante porque esta tem sido descrita como apresentando uma base
genética limitada (Gutman et al., 2001), necessitando, portanto, de genétipos
interessantes que possam amplia-la e, assim, contribuir com o programa de
melhoramento dos frutos que apresentam alto valor comercial no mercado europeu.
Nesse sentido, investimentos tém sido feitos em programas de melhoramento para
selecédo de frutos de C. peruvianus (Mizrahi et al. 1997; Mizrahi e Nerd, 1999).

A andlise de seis sistemas enzimaticos nos somaclones revelou
polimorfismo genético para isozimas esterases (Mangolin et al., 1997; Machado et
al., 2000). A andlise de RAPD (Random Amplified Polimorphism DNA) nos
somaclones também revelou que o cultivo in vitro dos calos induziu variabilidade
genética nas plantas regeneradas (Resende et al., 2010). A base genética dos
somaclones no referido estudo foi maior que a base genética detectada em plantas
de acessos naturais da espécie, em consequéncia da variabilidade induzida in vitro
(17,67%). Este é um aspecto positivo e indicativo de que os somaclones
representam um material promissor para compor programas de melhoramento
genético, uma vez que as caracteristicas florais e reprodutivas dos somaclones tém
mostrado que estas sdo analogas as reportadas para plantas de acessos (Ruvolo-
Takasusuki et al., 2006) e a andlise da formacdo de gametas nos somaclones

também foi similar a de plantas de acessos (Silva et al., 2006).



Por outro lado, a andlise de RAPD indicou que o polimorfismo dos
fragmentos aleatérios de DNA ndo estd associado & morfologia (tipica ou atipica)
dos caules dos somaclones. Evidéncias de n&o associagdo entre variagoes
morfolégicas e polimorfismos de fragmentos aleatorios de DNA amplificados tém
sido registradas por somaclones de outras espécies de plantas (Goto et al., 1998;
Chen et al.,, 1998). Morfologias alteradas em plantas cultivadas in vitro tém sido
explicadas por eventos de metilagdo diferencial. Kaeppler e Phillips (1993) foram os
autores da proposta de que ocorre metilagcéo diferencial em decorréncia da condigéo
de estresse in vitro. Eventos de hipometilacdo foram associados com diferentes
fenotipos regenerantes de Solanum tuberosum (Joyce e Cassels, 2002) e em
regenerantes de Elaeis guineensis (Jaligot et al., 2002, Kubis et al., 2003). A
reversdo fenotipica que determinou a caracteristica de caules com morfologia mista
em somaclones de C. peruvianus foi verificada em somaclones de outras espécies e
foi considerado por Joyce et al. (2003) como indicativo da ocorréncia de eventos de
metilagéo.

Frente a suspeita de que eventos de metilacdo possam estar associados as
variagdes de morfologia dos somaclones de C. peruvianus, a proposta no presente
estudo é aplicar uma metodologia para a andlise de fragmentos de DNA cortados
com enzimas de restricdo e amplificados por PCR (Polymerase Chain Reaction), no
sentido de verificar se os somaclones monstruosus séo geneticamente similares em
nivel molecular as plantas com fendtipos monstruosus (C. peruvianus var.
monstrosus, ou C. peruvianus var. monstruosus, ou C. monstruosus var. minor,
Cereus sp. var. knobby monstrose) propagadas na natureza. De acordo com Voz et
al. (1995), a metodologia que permite analisar polimorfismos de comprimento de
fragmentos de DNA produzidos por enzimas de restricdo e amplificados por PCR,
referida pelos autores como AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
associa a seguranca e a especificidade da técnica RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) ao potencial do método de amplificagdo dos fragmentos pela
PCR. Segundo os proponentes da metodologia AFLP, sua aplicagéo permite uma
investigacdo do genoma na auséncia de informacao prévia das sequiéncias de genes
especificos e o polimorfismo de presenca e auséncia de sitios de restricao
especificados pelas enzimas de restricdo podem ser analisados simultaneamente
em varias amostras individuais do material em estudo. Como sdo produzidas

dezenas de fragmentos de restrigcdo aplicando-se a metodologia AFLP, a expectativa
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é detectar fragmentos especificos associados a morfologia tipica (caules colunares-
eretos) ou atipica (caules monstruosos) dos caules das plantas propagadas na
natureza e dos somaclones, de modo a traduzir eventos de metilacdo especificos
decorrentes do cultivo in vitro, que podem ser determinantes de variagdes
morfoldgicas.

A analise do AFLP para a caracterizacdo de plantas propagadas
naturalmente e plantas regenerantes clonais de C. peruvianus devera responder se
mutagdes induzidas in vitro ou alteragbes no padrdo de metilagdo de genes sé&o
fatores determinantes da morfogénese diferencial dos caules dos regenerantes
somaclonais. A hipotese do presente estudo é de que os somaclones monstruosus
sdo geneticamente similares em nivel molecular as plantas com fendtipos
monstruosus propagadas na natureza. Além disso, o resultado da relacdo genética
entre as plantas propagadas na natureza e os somaclones com morfologias de
caules diferentes (morfotipos) podera indicar as relagbes entre as diferentes
variedades de C. peruvianus e espeécies de Cereus encontradas na natureza,
contribuindo, assim, para fundamentar a alternativa: C. peruvianus var. monstruosus

ou C. monstruosus?



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Cactaceae

A familia Cactaceae apresenta aproximadamente 100 géneros e 1400
espécies (Judd et al., 2009), que sdo conhecidas por suas notaveis adaptacdes
morfolégicas e fisioldgicas a seca (Barthlott e Hunt, 1993). No Brasil, ocorrem cerca
de 40 géneros e aproximadamente 200 espécies (Souza e Lorenzi, 2008). A familia
pertence a ordem Caryophyllales e tradicionalmente s&o reconhecidas 3 subfamilias:
Cactoideae, Opuntioideae e Pereskioideae (Barthlott e Hunt, 1993; Wallace e
Gibson, 2002). Porém, evidéncias moleculares ap6iam o reconhecimento de uma
nova subfamilia: Maihuenioideae (Anderson, 2001; Griffith, 2004).

Os membros da familia Cactaceae, conhecidos como cactos, estdo
presentes naturalmente na América, do Canada até ao sul da Patagbnia, na
Argentina (Speirs, 1982; Kiesling, 1988), possuindo centros de diversidade no
México, sudoeste dos EUA, Andes Central (Peru, Bolivia, Sul do Equador, Nordeste
do Chile e Noroeste da Argentina), Leste, Norte e Sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e
Argentina. De todas estas regides, o México destaca-se como 0 pais com maior
riqueza de espécies (850 espécies e 54 géneros) e endemismo (80% das espécies)
(Bravo-Hollis e Sanchez-Mejorada, 1978; Arias, 1993; Boyle e Anderson, 2002;
Sierra, 2011).

Os cactos séo cultivados em mais de 30 paises (Wallace e Gibson, 2002),
sendo encontrados em outros continentes, por dispersdo humana, ou por dispersao
natural, como no caso do cacto epifitico Rhipsalis baccifera, que também ocorre na
Africa tropical, Madagascar, em ilhas do Oceano indico e no Sri Lanka, tendo sido
disperso do novo mundo para estas areas por passaros (Anderson, 2001).

A maioria das espécies de cactos é descrita como diploide (2n=2x=22), mas
podem ser encontradas poucas espécies (menos de 20%) polipléides (2n>22)
(Anderson, 2001). Barthlott e Hunt (1993) e Wallace e Gibson (2002) descreveram a
familia Cactaceae como sendo representada por plantas eudicotileddneas, perenes,
geralmente suculentas e altamente especializadas, e que apresentam habito
arboreo, arbustivo, rastejante, epifitico ou geofito.

O caule, normalmente suculento, pode ser articulado, plano, colunar,

cilindrico, globoso, tuberculado, com costelas, alado ou achatado, frequentemente
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segmentado, sem folhas e com espinhos, de coloragcéo esverdeada e com fungéo
fotossintetizante. As folhas, quando presentes, sdo grandes e coloridas, arranjadas
em espiras, simples, inteiras e sem estipulas. As gemas axilares desenvolvem um
indumento de tricomas multicelulares (aréola) e folhas geralmente transformadas em
espinhos, distribuidos uniformemente no caule ou formando costelas longitudinais.
As aréolas sdo originadas de ramos reduzidos e modificados de onde surgiram
tricomas, espinhos e flores (Barthlott e Hunt, 1993; Wallace e Gibson, 2002).

As flores geralmente sdo vistosas, isoladas ou raramente agrupadas,
usualmente sésseis nas aréolas, quase sempre bissexuais, usualmente
actinomorfas; apresenta receptaculo envolvendo o ovério (pericarpelo), glabro ou
revestido com escamas bractiformes e aréolas; as aréolas tém tricomas, pélos e/ou
espinhos; as tépalas sdo geralmente numerosas, em séries graduais; os estames
sdo frequentemente numerosos em uma ou mais séries de disposicdo espiralada,
inseridos no tubo floral, anteras biloculares, tetrasporangiadas, com deiscéncia
longitudinal; o ovério é infero (exceto espécies de Pereskia), unilocular, carpelos de
3 a 20, ovulos numerosos, estilete geralmente longo e estigma com 3 a 20 l6bulos. O
fruto € uma baga, carnoso, suculento ou seco, glabro, escamoso, tomentoso,
cerdoso ou espinhoso, deiscente ou indeiscente. As sementes S40 numerosas, com
endosperma ausente ou presente; os cotilédones sdo reduzidos ou vestigiais
(Barthlott e Hunt, 1993; Wallace e Gibson, 2002).

Barthlott e Hunt (1993) descreveram a subfamilia Opuntioideae como sendo
constituida de &rvores ou arbustos com folhas suculentas e aréolas axilares com
espinhos e a subfamilia Cactoideae como arvores sem folhas ou com vestigios de
folhas, hastes suculentas e com aréolas bem desenvolvidas. As espécies da
subfamilia Pereskioideae foram descritas com hastes nao suculentas, com folhas
grandes e aréolas axilares com espinhos.

Zappi e Taylor (2008) descreveram que os cactos tém distribuicdo quase
exclusivamente neotropical, com climas tropical e temperado, com habitats variados,
desertos quentes, trechos de areia costeiras, cerrados, florestas deciduas secas,
estepes alpinas altas e até mesmo em florestas tropicais. Entretanto, a maior
diversidade foi descrita nas regibes aridas e semiaridas, localizadas entre 35° de
latitude norte e sul (Bravo-Hollis e Sanchez-Mejorada, 1978; Gibson e Nobel, 1986,
Boyle e Anderson, 2002). Essa adaptacdo é em decorréncia dessas plantas



possuirem alta eficiéncia no uso de &gua (5-10 vezes maior do que outras plantas),
resultando em uma baixa exigéncia hidrica (Mizrahi e Nerd, 1999).

A alta eficiéncia no uso de a4gua se deve a forma especial de fotossintese
realizada por esta familia, 0 metabolismo acido das crassulaceas (CAM)(Mizrahi et
al., 1997). Nas plantas CAM, os estdmatos abrem-se somente & noite e capturam o
dioxido de carbono quando a transpiracdo é baixa, evitando a perda de agua (Taiz e
Zeiger, 2004). A transpiracdo reduzida € garantida por espessas cuticulas
hidrofébicas, revestimento ceroso e células epidérmicas com paredes lignificadas
(Rizzini, 1987) e, sendo assim, as trocas gasosas sO ocorrem nos estdbmatos (Nobel,
1999). As cuticulas espessas também aumentam a reflexdo da radiacdo solar,
resultando em menor temperatura do caule e, portanto, menor transpiragao (Nobel,
1999). Essas plantas também possuem em seus tecidos, cortex e medula espessa,
que permitem o armazenamento de é&gua (Mauseth, 1999; Nyffeler, 2002) e
possuem capacidade de absorver muito rapidamente a 4gua da chuva (Anderson,
2001).

2.2. Importancia da familia Cactaceae

Os cactos tém sido utilizados nas Américas desde antes da chegada dos
europeus (Anderson, 2001). H& diversas utilidades descritas para os mesmos. As
cactaceas apresentam imensa diversidade de compostos biolégicos, como
alcaltides, esteroides, triterpenos, glicosideos, gorduras, Oleos e ceras, que
despertam interesses econdmicos, devido a aplicagdo industrial (Whistter, 1963;
Mark, 1979; Martindale, 1979; Turbak, 1979; Scheinvar, 1985; Dembitsky e Rezanka,
1996).

As ceras sdo utilizadas como impermeabilizantes de tintas e vernizes
(Whistter, 1963; Mark, 1979; Martindale, 1979; Turbak, 1979; Scheinvar, 1985). As
plantas de Cereus peruvianos produzem alcaléides aminas (Vries et al. 1971,
Oliveira e Machado, 2003), ésteres de cera com impermeabilidade a agua e
potencial aplicacdo como barreira impermeével (Dembitsky e Rezanka 1996,
Rezanka e Dembitsky 1998) e uma goma viscosa com diversas aplicagdes
industriais (Alvarez et al. 1992, 1995, Nozaki et al. 1993, Barros e Nozaki 2002);
produzem também heteropolissacarideos complexos, com a capacidade de flocular

particulas coloidais, podendo substituir polieletrdlitos sintéticos no tratamento de



adguas residuais industriais (Nozaki et al., 1993; Barros e Nozaki, 2002; Reis e
Nozaki, 2011).

A polpa de Cereus também tem importante aplicacdo na formulagdo de
cosméticos (Alvarez et al.,, 1992). Na industria farmacéutica, a polpa também é
utilizada devido a suas propriedades geleificante, ligantes de comprimidos/capsulas,
agentes de estabilizagéo, agentes espessantes, emulsificantes, formadoras de filmes
para revestimentos de comprimidos/capsulas e também como agentes de
revestimentos para microcdpsulas. Tem sido considerada segura para 0 consumo
humano (Girish et al., 2009).

O caule de plantas do género Opuntia foi utilizado na producdo de &cido
carminico, um corante vermelho natural desenvolvido pelo povo indigena pré-
colonial do México. Esse corante é produzido por um inseto hemiptera conhecido
como cochonilha (Dactylopius Coccus), um parasita que infesta varias espécies de
cactos pertencentes a dois géneros proximamente relacionados, o Opuntia e o
Nopalea (Saenz-Hernandez et al., 2002). Esse corante voltou a ter importancia, pois
a maioria dos corantes artificiais foi considerado cancerigeno (Villasefior, 2008).

Algumas espécies de cactos tém importancia na farmacologia (Oudshoorn,
1975) devido ao potencial fitoterdpico, como o uso de Arabinogalactana isolado de
goma de Cereus peruvianus, que inibiu lesdes gastricas em camundongos (Tanaka
et al., 2010). Plantas dessa espécie também foram utilizadas como diuréticos, para
amenizar problemas cardiacos, bem como nas afec¢bes dos aparelhos respiratério e
urinario (Kirchmer et al., 1975).

Quase todos os frutos carnosos de cactos sao comestiveis e podem ter
propriedades nutracéuticas e antioxidantes (Zampini et al., 2011). Algumas espécies
representam recursos alimentares importantes para os seres humanos (Nobel,
2002), sendo muito consumidos por americanos de regides aridas (Anderson, 2001).

A péra espinhosa ou cactus péra (Opuntia ssp.) é a cultura mais cultivada de
cactos comestiveis no mundo, sendo amplamente distribuida no México e no
continente sul-americano (EL-Samahy et al, 2006). A Pitdia-branca (Hylocereus
undatus), a Pitaia-vermelha (Hylocereus lemairei) e a Pitaia-amarela (Selenicereus
megalanthus) tém seus frutos vendidos in natura (Lorenzi, 2006). Frutos de figo-da-
india (Opuntia ficus indica) sdo muito apreciados (Zampini et al., 2011). Frutos de
Cereus peruvianus sédo comercializados em Israel e sdo apreciados por toda Europa

(Mizrahi e Nerd, 1999) e, além de serem consumidos in natura, sdo utilizados para a
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fabricacdo de iogurtes e geléias (Vries et al., 1971; Alvarez et al., 1992; Oliveira e
Machado, 2003; Silva et al., 2005; Tanaka et al., 2010). Caules, frescos ou cozidos,
sdo apreciados em diversos pratos, principalmente por mexicanos (Nobel, 2002).

As cacticeas possuem importancia econdmica também por seu potencial
forrageiro (Rocha e Agra, 2002). Plantas de mandacaru (Cereus jamacaru) e
xiguexique (Pilosocereus gounellei) sdo extensivamente utilizadas como forrageiras
no nordeste brasileiro, servindo de alimentos para bovinos, ovinos e caprinos em
periodos de seca (Silva et al., 2010; 2011).

Os cactos sdo um componente tipico da vegetagdo tropical e subtropical da
América (Gibson e Nobel, 1986; Barthlott e Hunt, 1993). Nesses ecossistemas, 0s
cactos desempenham papéis importantes, devido as numerosas interacdes
biologicas estabelecidas com outras plantas e animais (Nobel, 2002). Cladddios,
flores, frutos e sementes de nopal (tipo de Opuntia) sdo consumidas por uma
variedade de vertebrados (répteis, passaros e mamiferos), podendo afetar
ecossistemas inteiros (Anthony,1954; Janzen,1986).

Nas caatingas do nordeste brasileiro, algumas espécies de cactos sdo de
grande importancia para a sustentabilidade e conservagéo da biodiversidade de seu
bioma, sendo seus frutos fontes de alimentos para passaros e animais silvestres
dessas regifes. Nos periodos de seca prolongada, essas cactaceas sdo um dos
principais suportes forrageiros dos ruminantes, representando uma fonte de
suprimento de agua e uma alternativa alimentar para os animais (Silva et al., 2005).
As cacticeas também podem ser usadas para prevenir degradacdo de ecossistemas
frhgeis, pois apresentam bom desenvolvimento em &reas de solos degradadas,
podendo repovoar essas areas (Cavalcanti e Resende, 2007).

Os cactos também séo valorizados por suas diversas formas e lindas flores
e sao cultivados em todo o mundo como plantas ornamentais (Boyle e Anderson,
2002). Os géneros ornamentais mais comuns sdo: Opuntia, Caenegiea, Cereus,
Echinopsis, Epiphyllum, Hylocereus, Mammillaria, Melocactus, Rhipsalis e
Schlumbergera (Judd et al. , 2009).

Devido a crescente utilizagdo das cactaceas na industria e comércio, vém
aumentando cada vez mais o0s investimentos e, consequentemente, o niUmero em
pesquisas com plantas dessa familia, visando a um melhor conhecimento do
genoma das mesmas (Machado et al., 1993; 2000; Mangolin et al., 1994a, b; 1997,



1999; Gutman et al.,, 2001; Otero-Arnaiz et al., 2004, 2005; Terry et al., 2006;
Resende et al., 2007; 2010; Hughes et al., 2008; Hardesty et al., 2008).

2.3. Género Cereus

7

O género Cereus pertence a subfamilia Cactoideae, tribo Cereeae, e é
constituido de arvores ou arbustos de caules eretos (Britton e Rose, 1919). O nome
do género, do latim cereus, significa cera, cone de cera, vela ou tocha, referindo a
forma desse cacto (Britton e Rose, 1919; Anderson, 2001). Este foi primeiramente
descrito por Hermann, em 1698, e depois por Philip Miller, em 1754, e inclui 900
espécies catalogadas (Britton e Rose, 1919;1963; Anderson, 2001). Em 1909,
Riccobono dividiu o género e criou a denominagédo Piptanthocereus, com 24
espécies. Estas espécies possuem flores, frutos e espinhos semelhantes e estéo
presentes desde a india até a América do Sul (Britton e Rose, 1963). De acordo com
Zappi et al. (2014), no Brasil, o género ocorre em todos estados brasileiros, exceto
no Amazonas, Acre, Rond6nia e Amapa.

Varios autores descrevem as espécies do grupo, como cacticeas de caule
colunar e ereto, arb6reas com mais de 10 metros de altura, cujo tronco principal
pode alcancar 50cm de didmetro, possuindo um namero e disposicdo de costelas
longitudinais variaveis, onde estao inseridos os botdes axilares que contém espinhos
(folhas modificadas) conhecidas como aréolas (Britton e Rose, 1963; Morton, 1987,
Mizrahi et al., 1997). O mandacaru, cacto mais conhecido e cultivado do género
Cereus, possui morfologia semelhante em todo o Brasil, mas tem denominac¢éo
diferente. Nas regides norte e nordeste o mandacaru é denominado de Cereus
jamacaru De Candolle; na regido sul ha relatos de mandacaru denominados de
Cereus repandus Miller e Cereus peruvianus Mill e na regido sudeste, Cereus
hildmannianus K. Schumann (Neves, 2013). Segundo Taylor e Zappi (2004) e Zappi
et al. (2014), C. peruvianus € um nome mal aplicado, sindnimo de C. hildmannianus.

C. hildmannianus é uma espécie nativa do Brasil e ocorre nas regides
Centro-oeste (Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o
Paulo) e Sul (Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina). Cereus jamacaru € uma
espécie nativa e endémica do Brasil e ocorre nas regides Nordeste (Alagoas, Bahia,
Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe) e
Sudeste (Minas Gerais)(Zappi et al., 2014).
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Segundo Dr. Leiah Scheinvar, taxonomista de cactos da Universidade
Nacional do México (UNAM), Cereus peruvianus e Cereus jamacaru, nativos do
nordeste brasileiro, sdo muito similares e podem ser a mesma espécie, entretanto
plantas originadas de sementes de C. jamacaru apresentaram morfologias distintas
de C. peruvianus (Mizrahi e Nerd, 1999). Segundo Taylor e Zappi (2004), as
espécies C. jamacaru, C. hildmannianus (= C. peruvianus) e C. pernambucensis
possuem identificacdo muito dificil quando s&o cultivadas fora da sua &rea de
distribuicdo natural e estdo sem frutos (a deiscéncia dos frutos maduros é utilizada
para distinguir as espécies), mas estes pesquisadores ndo tém duvidas de que sdo
espécies distintas.

O mandacaru é muito utilizado como planta ornamental, devido a sua forma
e as suas flores (Mizrahi e Nerd, 1999). Em jardins e viveiros sdo encontrados
mandacarus com morfologia do caule bastante distinta do caule tipico, que é
colunar-ereto. O morfotipo "monstruoso” apresenta caule com costelas formando
sulcos irregulares e nimero variavel de aréolas. O morfotipo "tortuoso”, conhecido
como cacto parafuso ou rosca, possui caule com costelas em espiral (Neves, 2013).
O morfotipo monstruoso foi descrito pela primeira vez por De Candole como Cereus
peruvianus monstrosus, variedade da espécie Cereus peruvianus, também chamada
de Cereus peruvianus monstruosus, Cereus peruvianus monstruosus nanus
Shumann (Britton e Rose, 1919; 1963; Ortiz et al., 2008).

Esse morfotipo também ja foi classificado como espécie (Cereus monstrosus
minor, Cereus monstrosus, Cereus monstruosus minor, Cereus monstruosus, Cactus
abnormis Willdenow (Britton e Rose, 1919; Rowley, 1999; Leuenberger, 2004; Ortiz
et al., 2008) e como variedade da espécie Cereus hildmannianus (Cereus
hildmannianus K. Schum. ‘Monstrosus’) (Rowley, 1999). Cereus peruvianus
monstruosus é a nomenclatura mais utilizada recentemente (Pereira, 2001; Ortiz,
2003; 2010; Ortiz et al., 2008; Grgurevic, 2009; Bertetti et al., 2011; 2012; 2014,
Garibaldi et al. 2011; 2014; Karimi et al. 2012).

A nomenclatura Cereus peruvianus var tortuosus (Karimi, et al., 2012) e
Cereus tortuosus Forbes (Radji et al., 2010) é encontrada na literatura. Entretanto,
Briton e Rose (1919) afirmam que estes nomes néo séo aceitos.

O numero de costelas, a disposicdo das aréolas, o tamanho e a cor dos
espinhos sé@o algumas caracteristicas usadas para a identificacdo de espécies do

género Cereus (Britton e Rose, 1963). A semelhanca fisica das espécies de
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mandacaru provoca contradigdes na sua classificagdo, assim como na determina¢éo
das variedades existentes, indicando uma limitagdo ou auséncia de parametros
morfoldgicos suficientes para discriminar essas espécies e suas variedades.

Mangolin et al. (1997) obtiveram diferentes morfotipos de caules de C.
peruvianus regenerados de cultura de calos (somaclones), os quais apresentaram
costelas quebradas, formando sulcos regulares e irregulares e com namero variavel
de aréolas. Resende (2006) prop6s que os morfotipos de somaclones diferentes do
morfotipo tipico podem ser em decorréncia de altera¢cdes no controle de expanséo e
no plano de divisédo das células, pois, segundo Bolwell (1993), esses eventos sdo
responsaveis pela forma e direcionamento de células vegetais e pela forma definitiva
das plantas. A regulagéo de tais eventos pode ser gerenciada pelo DNA, ou pode
ser conduzida in vitro por fatores diversos, tais como efeito de nutrientes do meio de
cultura, de reguladores de crescimento, condi¢des de manutencéo da cultura, dentre
outros, usados para promover os eventos de desdiferenciacdo e diferenciagéo
celular (Resende, 2006).

2.4. Marcadores AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphism)

A partir da determinacdo da estrutura do DNA, feita por Francis Crick e
James Watson, em 1953, e da descoberta das enzimas de restricdo e
desenvolvimento da PCR (Polymerase Chain Reaction), na década de 80, por Kary
Mullis, foi possivel o desenvolvimento e o avango das técnicas de Biologia
Molecular, tornando possivel uma maior manipula¢cdo do DNA. Isso culminou com o
surgimento de varios tipos de marcadores moleculares, dentre estes o AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism)(Lopes et al., 2002).

A técnica de AFLP desenvolvida por Zabeau (1993) e por Vos et al. (1995)
consiste na amplificagdo seletiva, via PCR, de fragmentos gerados a partir da
digestdo do DNA gendmico. A técnica baseia-se na propriedade de certas enzimas
de restricdio em deixar, apos a clivagem do DNA, extremidades coesivas de
sequéncias conhecidas. Assim, é possivel construir sequéncias de nucleotideos de
fita dupla que se ligam as extremidades dos fragmentos de restricdo, denominadas
de adaptadores. Uma vez que as sequéncias dos adaptadores e 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
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séo 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' (Vos et al., 1995).

A digestdo do DNA gendmico é realizada com combinacdes de enzimas de
restricdo do tipo Il, que clivam o DNA em sitios especificos, sendo uma de corte raro
(reconhecem sitios de 6-8 bases, exemplo: Apal, EcoRI, Hindlll e Pstl) e uma de
corte frequente (reconhecem sitios de 4 bases, exemplo: Msel e Taqgl). A digestao
pode ser simultanea (digestéo dupla) ou separada (Lopes et al., 2002).

Como resultado da clivagem do DNA gendmico com a combinagdo de
enzimas de corte raro/frequente, é esperado que a maioria dos fragmentos seja de
corte frequente/frequente. Fragmentos de corte raro/frequente ocorrem,
aproximadamente, em frequéncia igual a duas vezes o numero de sitios de restricéo
da enzima de corte raro e os fragmentos de corte raro/raro ocorrem em baixa
proporcdo (Borém e Caixeta, 2009). Os fragmentos de corte raro/frequente sdo
preferencialmente amplificados (Vos et al., 1995).

A combinacao das enzimas EcoRI/Msel é a mais usada, sendo, inclusive, a
Unica combinag¢do oferecida em kits comerciais. No entanto, nem sempre esta
combinacgdo resulta nos melhores perfis eletroforéticos, bem como no maior numero
de locos polimérficos (Lopes et al., 2002). 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 conteudo de G+C em torno de 40 a 50% e
Apal/Taql para os genomas ricos em G+C.

Na amplificacdo, a adicdo de apenas um pequeno numero de pares de
bases, chamadas de nucleotideos seletivos, no final de cada um dos iniciadores,
permite a amplificagdo de um subconjunto de fragmentos de DNA gendmico. Quanto
mais complexo o genoma a ser investigado, mais nucleotideos seletivos devem ser
adicionado aos iniciadores, pois & medida que o numero de nucleotideos
adicionados a extremidade 3' de cada iniciador é aumentada, a seletividade do
iniciador também aumenta. Alguns genomas mais simples podem n&o requerer
qualquer nucleotideo seletivo. Por outro lado, o desenho do primer ndo requer
conhecimento prévio do genoma (Chial et al., 2008). Cada base seletiva reduz em
25% o numero de produtos amplificados. Como s&o 2 sitios de iniciacdo da PCR,
somente 1 em cada 16 (6,25%) fragmentos serdo amplificados (Lopes et al., 2002).
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Resultados experimentais demonstraram que, para a obtencdo de bons
padrdes de separagdo 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 amplificagéo seletiva deve ser realizada
em duas etapas (pré-amplificacdo e amplificagdo seletiva) (Lopes et al., 2002).
Portanto, normalmente um nucleotideo seletivo é usado no terminal 3' dos primers
na primeira etapa de amplificagdo, denominada pré-amplificacdo, e, na segunda
fase, a amplificagéo seletiva, sdo usados trés nucleotideos seletivos nos terminais 3'
dos primers (Lopes et al., 2002).

Os alelos dos locos de AFLP (presenga ou auséncia de um determinado
fragmento ou banda) s&o oriundos da perda ou do ganho de um sitio de restri¢cdo, ou
da complementaridade ou ndo das bases seletivas usadas nos terminais 3' dos
iniciadores aonde se inicia a PCR com a regido que flanqueia o sitio de restricdo
(Chial et al., 2008).

A eletroforese de alta resolugdo, normalmente, em gel de poliacrilamida
desnaturante, € usada para separar os fragmentos de DNA com base no seu
tamanho e carga global negativa, os fragmentos grandes irdo migrar mais
lentamente e os fragmentos pequenos migrardo mais rapidamente quando expostos
a um campo elétrico.

Os fragmentos de DNA resultantes variam em comprimento de 45-800
nucleotideos. Para visualizar o fragmentos, pode-se usar revelacdo por nitrato de
prata ou com marcacgéo, pois um dos dois iniciadores de PCR é radioativo, usando o
[g*P]ATP e o [¢g**P]JATP, ou é marcado por fluorescéncia, tipicamente o primer de
corte raro, o que leva a producdo de um produto de PCR marcado e que pode ser
facilmente detectada (Lopes et al., 2002; Chial et al., 2008). O uso de radioisétopos
requer acomodacdes apropriadas nos laboratdrios, licenga do CNEN (Comisséo
Nacional de Energia Nuclear), treinamento em protecdo radioldgica e equipamentos
de seguranca especificos. A revelacdo por métodos de coloracdo com nitrato de
prata torna-se mais segura, € prética, eficiente, de baixo custo e ndo requer
equipamentos sofisticados usados na leitura automatizada.

Dependendo da complexidade dos padrbes de bandas, pode-se determinar
manualmente a presenca ou auséncia destas, ou pode-se utilizar leituras
automatizadas (Chial et al., 2008). A leitura automatizada requer marcagao

7

fluorescente e € realizada por analisadores de DNA (ALFA-Automated Laser
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Fluorescence Analysis), que sdo equipamentos de alto custo e que requerem
softwares especiais, também de elevado preco (Lopes et al., 2002).

Em estudos usando AFLP, pode-se analisar os padroes de bandas de DNA
resultantes para determinar a impressao digital de DNA, associado a uma dada
amostra. A técnica detecta marcadores genéticos dominantes, ndo podendo informar
se um individuo € homozigoto para um determinado marcador. No entanto, esta
técnica permite a amplificacdo simultdnea de multiplos fragmentos de DNA
gendmico (geralmente entre 50 e 100 fragmentos dentro de uma Unica reacdo da
PCR), com elevada especificidade e reprodutibilidade, na auséncia de quaisquer
dados de sequéncia de genoma (Spooner et al., 2005; Chial et al., 2008).

A quantidade de marcas que pode ser gerada é virtualmente ilimitada, uma
vez que o numero de bandas obtidas pode ser aumentado, variando-se as enzimas
de restricdo e a combinacdo dos primers de natureza diversa, com um ndamero
diferente de nucleotideos seletivos. Essa flexibilidade permite a manipulacao direta
na geracao de fragmentos de AFLP (Borém e Caixeta, 2009; Kumar et al., 2009). As
condicdes rigorosas de PCR empregado sem reacdes de AFLP leva a resultados
altamente reprodutiveis e facilmente comparaveis entre diferentes amostras
(Spooner et al., 2005; Chial et al., 2008).

Varios autores descrevem que o polimorfismo gerado por AFLP apresenta
herangca mendeliana, percorre todo o genoma e pode ser usado para responder uma
ampla gama de questdes genéticas. Pode ser usado para estudar parentesco,
permite indicar se dois organismos sdo membros da mesma espécie; permite avaliar
a variagdo genética dentro de uma espécie (dentro e entre populagdes) ou entre
espécies intimamente relacionadas; pode ser usado para o mapeamento de genes
de interesse, diagndstico de doengas geneticamente herdadas, analise de pedigree,
identificacdo de clones e cultivares, andlise de biodiversidade, analise de colecdes
de germoplasmas e identificagdo de hibridos (Althoff et al., 2007; Chial et al., 2008;
Kumar et al., 2009).

Os marcadores AFLP também foram indicados para outras aplicacbes, como
caracterizacdo da variacdo somaclonal decorrente da cultura de tecidos e 6Orgéos
vegetais (Popescu et al., 2002), identificacdo de mutantes (Scott et al., 2000) e
andlise de quimeras (Franks et al., 2002), ratificando a utilidade dessa ferramenta de

andlise genética. Esta técnica pode ser especialmente util para responder a
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questdes genéticas em organismos cuja sequéncia do genoma ainda néo tenha sido
determinada, incluindo muitas plantas, fungos e bactérias (Chial et al., 2008).

Além do seu uso difundido em impressfes digitais de DNA, abordagens
baseadas em AFLP também tém sido utilizados para produzir impressdes digitais de
expressdo de genes. AFLPs de expressdo do gene sdo gerados utilizando as
impressdes digitais de cDNA (em vez de DNA gendmico) como molde de PCR. Com
esta abordagem, pode-se estudar a expressdo de genes a partir de multiplos locos,
como um meio de comparacao entre dois individuos ou populac¢des diferentes. O
uso de AFLP continua a evoluir & medida que os investigadores sédo confrontados

com uma lista cada vez maior de questfes genéticas complexas (Chial et al., 2008).

2.5. AFLP em Cactaceas

Recentemente, alguns estudos utilizando a técnica de AFLP foram
realizados em Cactaceae. Labra et al. (2003) utilizaram os marcadores AFLP e
cpSSR (Chloroplastic Simple Sequence Repeat) para a caracterizagdo de espécies
de Opuntia e analise das relagbes entre espécies diferentes. Os resultados
mostraram que a combinacdo de marcadores cpSSR e AFLP forneceu uma
estimativa quantitativa das relacdes genéticas entre 11 espécies de Opuntia. Os
ensaios de AFLP realizados com quatro combinagdes de primers revelaram 169
bandas, sendo 77,51% polimorficas, o que permitiu que espécies muito préximas
fossem distinguidas, mas ndo permitiu a caracterizagdo de espécies com alta
dissimilaridade genética.

As analises demonstraram que individuos de diferentes populagdes, das
espécies O. ficus-indica e O. megacantha, possuem uma constituicdo gendmica e
morfolégica muito semelhante, claramente distintas de todos 0s outros acessos
analisados, sugerindo que ambas sejam uma mesma espécie, sendo o O. ficus-
indica uma forma domesticada. Os resultados revelaram a importancia da revisédo da
classificagdo realizada por Britton e Rose (1919), utilizando novas e eficazes
ferramentas, como o AFLP e cpSSR que provaram ser Uteis para a realizagdo de
fingerprint genético e para a definicdo de relacdes interespecificas.

O marcador AFLP também foi utilizado por Nilsen et al. (2005) para avaliar
espécies cultivadas e silvestres de seis formas de O. pilifera e O. velutina, presentes

na regido do vale Tehuacan-Cuicatlan, México, usadas como alimento pelos
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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 numero de espinhos nos frutos e cladédios. O estudo
de classificacdo morfoldgica, baseado nos mesmos critérios utilizados pelo indios
Popolocas e o estudo da diversidade genética com o AFLP, foi realizado em 67
acessos de O. pilifera e em 17 de O. velutina. Para os 84 acessos de Opuntia, foram
realizados ensaios com trés combinacdes distintas de primers AFLP, que produziram
129 bandas, sendo 86% polimoérficas. O polimorfismo dentro de O. velutina foi de
apenas 28%.

As marcas de AFLP distinguiram facilmente os 67 individuos de O. pilifera
dos 17 individuos silvestres de O. velutina, os quais constituiram um grupo
separado. Entretanto, a analise da diversidade genética revelada pelo AFLP néo se
relacionou com a morfolégica. Os autores justificaram que isso se deve,
provalvelmente, ao fato de que a classificagdo tradicional é baseada apenas em
aspectos morfologicos, como cor, forma e quantidade de espinhos, que s&o
caracteristicas altamente dependentes de fatores ambientais, o que dificulta sua
relagdo com marcas genéticas (Nilsen et al., 2005).

Garcia-Zambrano et al. (2009) utilizaram AFLP para estimar a diversidade
genética de nopal (Opuntia spp.), do banco de germoplasma da Faculdade de
Agronomia da Universidade Autonoma de Nuevo Ledn, e confirmaram a auséncia de
duplicidade entre os doze acessos do género presentes no banco. A analise AFLP
dos acessos foi realizada com 64 combinagbes de primer EcoRl e Msel em 32
daplex (amplificagéo utilizando um primer Msel com dois primers EcoRl).

Cisneros e Tel-Zur (2010) utilizaram o marcador AFLP para confirmar a
formacdo de hibridos entre as espécies Hylocereus polyrhizus e H. undatus. Eles
utilizaram 12 plantas escolhidas ao acaso (possiveis hibridos) e seus pais. O numero
total de bandas analisadas com trés combinagfes de primers (E-ACT com M-CTC,
M-CAT e M-CTG) variou de 145 a 233. A porcentagem de bandas polimdrficas
presente em um dos pais variou entre 29% e 35% em todas as amostras, com um
ndamero semelhante de bandas monomorficas do parental. A percentagem de novas
bandas variaram de 15% a 26%. Bandas polimérficas forneceram evidéncia da
formacdo de hibridos e novas bandas confirmaram a ocorréncia de novas

combinagdes de genoma que vieram de ambos os progenitores.
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A técnica de AFLP foi utilizada por Faria-Tavares et al. (2013) para estimar a
diversidade genética entre 17 acessos de mandacaru (género Cereus) cultivados em
diversas regides do Brasil. Os seis pares de primers utilizados amplificaram 348
marcadores AFLP, dos quais 282 (81%) foram polimorficos. A porcentagem de
fragmentos polimorficos variou entre 62,5% para a combinagdo de primer E-
AAC/MCAG e 91,7% para o E-ACT/M-CAC. O maior nimero de marcadores
informativos (67) foi detectado usando a combinagcéo de primer E-ACA/ M-CAG,
enquanto a combinagdo 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 0,6529 entre acessos das
regides sudoeste e nordeste; e 0,6193 a 0,6944 entre acessos das regides sul e
sudoeste. O indice de similaridade entre as amostras das regides sul, nordeste e
sudoeste indicou 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), ou que, alternativamente, o0s
acessos podem pertencer a uma espécie em processo de especiagao.

Monteiro (2013) utilizou AFLP para estimar a diversidade e similaridade
genética em amostras de populacdes de Pilosocereus gounellei (xique-xique) dos
estados do Piaui, Bahia e Rio Grande do Norte. As sete combinacdes de primers
AFLP usadas geraram 703 fragmentos, dos quais 700 (99,21%) foram polimdrficos
entre 21 amostras analisadas. A porcentagem média de locos polimérficos entre as
combinagdes utilizadas variou de 95,3%, para a combinagdo E-AAG/M-CTT; a
100%, para as combinacbes EACC/M-CAT, E-ACC/M-CAA, EAGC/M-CAG, E-
ACT/M-CTA, E-ACT/M-CTA e EAGG/M-CTG. O maior nimero de locos informativos
(126) foi detectado com a combinagcdo E-AAC/M-CTA, enquanto a combinacdo E-
AAG/M-CTT revelou o menor numero de bandas informativas (48).

O baixo valor do Gsr (0,1353) e o alto valor de fluxo génico (3,1968)
indicaram que a diferenciagdo génica dentro das populacdes € maior que entre as
populacdes dos trés Estados. No dendrograma baseado no coeficiente de
similaridade de Jaccard, as amostras foram distribuidas em dois grupos. No grupo 1,
reuniu quase todas as amostras dos trés estados. No grupo 2, mais dissimilares, foi
encontrada uma amostra de cada estado. Por meio deste agrupamento, ficou clara a

existéncia de maior similaridade entre os trés estados e menor similaridade dentro
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dos mesmos. Os marcadores AFLP foram eficientes para a caracterizacdo genética
de P. gounellei, gerando alto polimorfismo nas amostras das trés populacdes

analisadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

As plantas e frutos de mandacaru dos morfotipos colunar-ereto (tipico),
monstruoso e tortuoso foram adquiridos em floriculturas e em jardins de residéncias,
em Maringa (PR), Marialva (PR), Goioeré (PR), Sdo Pedro do Iguacu (PR), lepé (SP)
e Pardinho (SP). O DNA de plantas e plantulas (proveniente da germinagcéo de
sementes) foi utilizado para procurar estabelecer a relagdo genética molecular entre
variedades morfolégicas naturais (Figura 1) e variedades morfolégicas de

somaclones de mandacaru regenerados in vitro (Figura 2).

Figura 1 - Variedades morfolégicas naturais de mandacaru: colunar-ereto (A),
mostruoso (B) e tortuoso (C) do Laboratério de cultura de tecidos e eletroforese
vegetal (DBC-UEM). Fotografia: lvone Eloi.

Os somaclones de mandacaru foram regenerados in vitro a partir de cultura
de calos (Oliveira et al., 1995). Os calos foram obtidos de tecidos de hipocotilos de
plantulas de mandacaru com caule colunar-ereto, os quais foram originalmente
designados como sendo da espécie Cereus peruvianus (Oliveira et al., 1995;
Mangolin et al., 1994; 1997). Entretanto, no presente estudo, estas plantas
regeneradas in vitro sdo designadas simplesmente de somaclones de mandacaru

com morfologia colunar-ereta e morfologia de monstruosos. Os somaclones com



morfologia colunar-ereta e morfologia monstruosos foram comparados com as
plantas de variedades morfol6gicas naturais de mandacaru, utilizando a técnica de
AFLP (Quadro 1).

Figura 2 - Somaclones de mandacaru regenerados in vitro a partir de cultura de
calos, apresentando morfologia colunar-ereto (A) e monstruoso (B). Jardim
Experimental-UEM. Fotografia: lvone Eloi.

Quadro 1 - Morfotipos e local de coleta utilizados no estudo da diversidade genética
de variedades morfolégicas de mandacaru

Morfotipo Amostra  Origem / cidade (Estado)
Colunar-ereto c-1 pPAc-1/ Zona 6/ Maringa (PR)
c-2 pPAc-1/ Zona 6/ Maringa (PR)
c-3 pPAc-2 / Zona 7/ Maringa (PR)
c-4 pPAc-2 / Zona 7/ Maringa (PR)
c-5 pPAc-3 / Horto de Plantas Medicinais - UEM /
Maringa (PR)
c-6 pPAc-3 / Horto de Plantas Medicinais - UEM /
Maringa (PR)
c-7 pPAc-4 / Zona 7/ Maringa (PR)
c-8 pPAc-4 / Zona 7/ Maringa (PR)
Monstruoso m-9 pPAmM-1/ Zona 02 / Maringa (PR)
m-10 pPAmM-2 / Zona 04 / Maringa (PR)
Monstruoso m-11 pPAmM-3 /Sao Pedro do Iguacu (PR)

m-12 pPAmM-4 / Zona 05 / Maringa (PR)
m-13 pPAmM-5/ Zona 01 / Maringa (PR)




Quadro 1, cont.

m-14 pPAmM-6 / Zona 02 / Maringa (PR)

m-15 pPAmM-6 / Zona 02 / Maringa (PR)

m-16 pPAmM-6 / Zona 02 / Maringa (PR)

m-17 pPAmM-7 / Zona 02 / Maringa (PR)

m-18 pPAmM-8 / Horto de Plantas Medicinais - UEM /
Maringa (PR)

m-19 pPAmM-9 / Rod. Castelo Branco Km 191/ Pardinho (SP)

m-20 pPAmM-10 / Zona 04 / Maringa (PR)

m-21 PAm-21 / Viveiro de mudas-UEM / Maringa (PR)

m-22 PAm-22 / Viveiro Viverde / Maringa (PR)

m-23 PAmM-23/ Zona 07 / Maringa (PR)

m-24 PAmM-24 / Zona 24 / Maringa (PR)

m-25 PAmM-25 / lepé (SP)

m-26 PAmM-26 / Zona 37 / Maringa (PR)

m-27 PAmM-27/ Viveiro / Maring& (PR)

Tortuoso t-28 pPAt-1/ Zona 08 / Maringé (PR)
t-29 pPAt-1/ Zona 08 / Maringé (PR)
t-30 pPAt-2 / Zona 08 / Maringé (PR)
t-31 pPAt-2 / Zona 08 / Maringé (PR)
t-32 pPAt-3 / Zona 08 / Maringa (PR)
t-33 pPAt-4 / BR 376 Km 188 / Marialva (PR)
t-34 PAt-4 / BR 376 Km 188 / Marialva (PR)
t-35 PAt-35/ BR 376 Km 188 / Marialva (PR)
t-36 PAt-36 / Goioeré (PR)
t-37 PAt-37 / Viveiro Expomudas / Maringa (PR)
t-38 PAt-38 / Viveiro Ecocentro / Maringa (PR)
Somaclone sc-39 PAsc-39 / Jardim Experimental-UEM / Maringa (PR)

colunar-ereto sc-40 PAsc-40 / Jardim Experimental-UEM / Maringa (PR)
sc-41 PAsc-41 / Jardim Experimental-UEM / Maringa (PR)
sc-42 PAsc-42 / Jardim Experimental-UEM / Maringa (PR)
sc-43 PAsc-43 / Jardim Experimental-UEM / Maringa (PR)

Somaclone sm-44 PAsm-44 / Jardim Experimental-UEM / Maring& (PR)
monstruoso sm-45 PAsm-45 / Jardim Experimental-UEM / Maring& (PR)
sm-46 PAsm-46 / Jardim Experimental-UEM / Maring& (PR)
sm-47 PAsm-47 / Jardim Experimental-UEM / Maring& (PR)
sm-48 PAsm-48 / Jardim Experimental-UEM / Maring& (PR)
sm-49 PAsm-49 / Jardim Experimental-UEM / Maring& (PR)
sm-50 PAsm-41 / Jardim Experimental-UEM / Maring& (PR)
sm-51 PAsm-51 / Jardim Experimental-UEM / Maring& (PR)

pPAc = plantula de planta adulta colunar, pPAm = plantula de planta adulta monstruoso, pPAt =
plantula de planta adulta tortuoso, PAc = planta adulta colunar, pAm = planta adulta monstruoso, pAt
= planta adulta tortuoso, Sc = somaclone colunar, Sm = somaclone monstruoso.
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3.2. Germinagao das sementes

Para a germinagdo das sementes coletadas de frutos de mandacaru,
aproximadamente 20 sementes de cada fruto foram mantidas em agua por 24 horas,
para quebra da dorméncia, como descrito por Carvalho et al. (2008). Estas sementes
foram mantidas em agitagé@o periédica, por 15 minutos, em uma solugdo aquosa de
detergente comercial (15 gotas/0,5L), para a quebra da tens&o superficial da dgua,
promovendo uma hidratagdo mais eficiente das sementes. Em seguida, as sementes
foram enxaguadas em &gua destilada autoclavada. Estas foram esterilizadas em
solugdo aquosa de hipoclorito de s6dio comercial (1:1), por 1 hora, e enxaguadas
em agua destilada autoclavada. Por fim, foram inoculadas em frasco de vidro estéril,
contendo meio Knudson (1946) (Quadro 2).

Quadro 2 - Composi¢cao do meio Knudson utilizado para germinagéo de sementes e
obtencéo de plantulas de mandacaru

Composigéo g/L
Macronutrientes
Ca(NO3); 4H,0 1,00000
KH2PO4 0,25000
MgSO4 7H,0 0,25000
(NH4)2S0O4 0,50000
FeSO, .7H,0 0,02500
MnSO,. 4H,0 0,00750
Micronutrientes
H3BO3 0,00056
MoOs 0,00016
CuSOq, 0,00040
ZnS0O,4. 7TH0 0,00331
Sacarose 20
Agar 6
pH 56-58

Os frascos foram vedados em filme PVC e mantidos em sala de

crescimento, com fotoperiodo de 12h a 30°C. Apds a germinacdo, plantulas com
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aproximadamente 5cm (Figura 3) foram utilizadas para a extracdo do DNA

gendmico.

Figura 3 - Plantulas de mandacaru crescidas a partir de sementes coletadas na Zona
02, Maringa (PR), em meio Knudson.

3.3. Extracédo do DNA

Para a extragdo do DNA gendmico das plantulas, estas foram retiradas do
meio de cultura com aproximadamente 5cm de altura, forma lavadas e tiveram suas
raizes retiradas. Para a extracdo do DNA gendmico de plantas adultas, foram
cortadas secc¢des do caule jovem e retirado suas aréolas e cuticula. As 51 amostras
de mandacaru (Quadro 1) foram extraidas individualmente, utilizando o protocolo
descrito por Aljanabi et al. (1999), com modificacbes para extragcdo de plantas
adultas, descritas no Quadro 3. As plantulas de mandacaru foram maceradas com
auxilio de nitrogénio liquido, utilizando cadinho e pistilo. O p6 obtido foi transferido
para um microtubo (2mL) e foram adicionados 300pL de tampé&o de extragdo, 100uL
de N-Lauril Sarcosina 5%, 100puL de PVP-40 10% elOOpL de CTAB 20%. As
amostras foram homogeneizadas e incubadas em banho-maria, durante 1 hora, a
65°C, realizando-se agitacbes suaves a cada 15 minutos. Os microtubos foram
retirados do banho-maria e mantidos em temperatura ambiente por cinco minutos.

Apb6s o resfriamento, fora adicionados 600uL de uma solugdo de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na proporcao de 25:24:1 e os microtubos foram

agitados suavemente durante cinco minutos. As amostras foram centrifugadas, por
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10 minutos, com 10.000r.p.m. em temperatura ambiente. Logo apos, o sobrenadante
foi recuperado e transferido para outro microtubo e foram adicionados 2,5uL de
RNAse (10mg/mL). Estes microtubos foram mantidos em temperatura ambiente por
duas horas para a digestdo do RNA. Apds o periodo de incubagdo com RNAse, foi
realizado uma nova purificagdo usando 600puL de uma solugéo de cloroférmio:alcool
isoamilico na propor¢gdo de 24:1; os microtubos foram agitados durante cinco

minutos e centrifugados nas condi¢c@es j& descritas (Aljanabi et al.,1999).

Quadro 3- Protocolo utilizado para a extracdo de DNA de plantulas e de plantas
adultas de mandacaru, adequado a partir do protocolo descrito por Aljanabi et al.
(1999)

Tampéo de extragéo Plantulas Planta adulta
Tris-HCL 200 mmol/L pH 8,0 200 mmol/L pH 8,0
EDTA 50 mmol/L pH 8,0 50 mmol/L pH 8,0
NaCl 2,2 mol/L 5 mol/L
CTAB 2% 2%

Sulfito de Sédio 0,06% 0,06%

Reagentes de solubilizagdo das membranas e antioxidantes

CTAB 20% 20%
N-Lauril Sarcosina 05% 05%
PVP-40 10% 10%
Reagentes de purificagéo

Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico

(25:24:1) 600 L 900 uL
RNAse (10mg/mL) 0,1 ng/pL 0,1 ng/pL
Cloroférmio: Alcool isoamilico (24:1) 600 pL 900 pL
Reagentes de precipitagéo

Isopropanol gelado 1 volume 0,6 volume
NaCl (5 mol/L) 0,16 volume 0,06 volume
Lavagem do precipitado

Etanol 70% (2x) - 500 pL
Etanol absoluto (2x) 500 pL -
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O sobrenadante foi novamente coletado e transferido para outro microtubo
(1,5mL) e, para precipitagdo do DNA, foi adicionado isopropanol gelado (1X do
volume recuperado) e cloreto de sédio 5M (0,16X do volume recuperado). Os tubos
foram mantidos overnight em -20°C. Apds este periodo, foi efetuada uma
centrifugacdo por 20 minutos, com 10.000 r.p.m e 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o DNA precipitado foi lavado com 500pL de etanol absoluto gelado, por
duas vezes, em condicbes de centrifugacbes descritas acima. ApOos a segunda
lavagem, o sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi seco em
temperatura ambiente e ressuspendido em 40uL de TE (10mM Tris/HCI pH 8,0 e
1mM EDTA). Os tubos foram vedados com filme pléastico e armazenados em
geladeira com 4°C (Aljanabi et al.,1999).

Para extracdo do DNA gendmico de plantas adultas, que contém maiores
concentragdes de polissacarideos, foram aumentados a concentrac@o de cloreto de
sédio do tampao de extracdo e o volume (900uL) das solucdes de purificacdo
(fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e cloroférmio:alcool isoamilico). O DNA foi
precipitado com isopropanol gelado (0,6X do volume recuperado) e cloreto de sodio
5M (0,06X do volume recuperado). As lavagens do DNA precipitado foram realizadas
com 500 pL de etanol 70%.

3.4. Quantificagdo do DNA

A quantificagdo do DNA foi feita por comparacgao visual via eletroforese em
gel de agarose 0,8% com tampao TAE 1X (Tris-HCI1M, Acetato de Sodio 1M, EDTA
0,5M, pH 8,0) e 80 Volts por aproximadamente 1 h (Hoisington et al., 1994). A
concentracdo do DNA extraido de cada amostra foi estimada por comparagéo visual
com concentragdes conhecidas e gradativas de DNA padrdo (Fago A): 50, 100, e
150ng. Apos a eletroforese, o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio a
0,5ug/mL e a imagem foi capturada em sistema de fotodocumentagéo L-PIX HE,

Loccus biotecnologia.

3.5. Ensaios de AFLP

Os ensaios de AFLP foram realizados em etapas: i) digestdo do DNA

gendmico, ii) ligacdo de adaptadores especificos aos terminais dos fragmentos de
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DNA gerados pela clivagem, iii) pré-amplificacdo dos fragmentos de restricao
utilizando primers com um nucleotideo seletivo, e iv) amplificagdo seletiva de
fragmentos com primers, possuindo trés bases seletivas. Foram utilizados os kits
AFLP®Analysis System | e AFLP®Starter Primer Kit da Invitrogen. Apés a clivagem e
amplificagdo do DNA, foi realizada eletroforese para a separagéo dos fragmentos de

DNA amplificados em gel de poliacrilamida.

3.5.1. Digestéo do DNA

Para a digestdo do DNA, foi utilizado 252ng do DNA gendmico extraido de
cada planta. Estas amostras de DNA foram duplamente e simultaneamente
digeridas, utilizando uma enzima de corte raro (EcoRI) e uma enzima de corte
frequente (Msel). Os sitios de restricdo destas enzimas estdo apresentados no
Quadro 4. A digestéo foi realizada em termociclador (Techne TC-512), em 37°C por
3 horas, 15 minutos de extensédo, a 70°C, e imersdo em 10 °C. A solucdo de
restricdo foi preparada com 6uL do tampéo de reagéo 5X [Tris-HCI 50mM (pH 7,5),
acetato de magnésio 50mM, acetato de potassio 205mM], 2uL das enzimas
EcoRI/Msel [1,25U/uL cada em Tris-HCI 10mM (pH 7,4), NaCl 50mM, EDTA 0,1mM,
DTT 1mM, 0,1mg/mL BSA, glicerol 50% (v/v), 0,1% Triton@X—loo], 1,0uL de agua
destilada e 21,0uL de DNA (12ng/uL), totalizando um volume de 30uL. Apds a
clivagem do DNA, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1%, com tampéo TBE
0,5X (89 mmol/L Tris, 89 mmol/L Acido Bérico e 2 mmol/L EDTA), em 60 Volts, por

aproximadamente 3 horas, para confirmar a digestéo.

3.5.2. Ligacéo de adaptadores

Apos a digestdo do DNA gendmico, realizou-se a ligacdo dos adaptadores
aos fragmentos. As sequéncias nucleotidicas dos adaptadores sdo apresentadas no
Quadro 4.

A ligagdo foi realizada adicionando-se aos 30uL de DNA digerido e
proveniente da etapa anterior: 28,8uL da solugéo ligante do adaptador [Adaptadores
EcoRI/Msel, ATP 0,4mM, Tris-HCI 10mM (pH 7,5), acetato de magnésio 10mM,
acetato de potassio 50mM] e 1,2ulL da enzima T, Dna ligase [1U/uL em 10mM Tris-
HCl (pH 7,5), DTT 1mM, KCI 50 mM, glicerol 50% (v/v)]. Apés uma delicada
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agitacao, esta mistura foi colocada em termociclador (Techne TC-512), a 20°C, por 2
horas, e imersdo em 4°C. Apoés a ligagdo dos adaptadores, foi realizada uma diluicao
(1:4) com TE (10mM Tris/HCI pH 8,0 e 1mM EDTA).

Quadro 4 - Sitios de restricdo das endonucleases, sequéncias dos adaptadores e
dos primers pré-seletivos complementares aos adaptadores, utilizados na realizacdo
da técnica AFLP em plantas de mandacaru

Enzima  Sitios de restricdo Adaptadores Primers pré-seletivos

5...GJAATTC...3’ 5-CTCGTAGACTGCGTACC-3'
EcoRl 5-GACTGCGTACCAATTC E-3'
3....CTTAATG...5. 3-CATCTGACGCATGGTTAA-5'

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

5-GATGAGTCCTGAGTAA E-3'

E: nucleotideo arbitrario usado na pré-amplificagao.

3.5.3. Pré-amplificacéo

A reacdo de amplificagdo pré-seletiva ou pré-amplificacdo foi realizada
utilizando-se primers pré-seletivos complementares a sequéncia dos adaptadores e

com um nucleotideo seletivo (Quadro 5).

Quadro 5 - Programa utilizado para amplificagdo do DNA de mandacaru com 0s
primers pré-seletivos (Labra et al., 2003)

Sequéncia Etapa Temperatura Tempo
1 Desnaturacéo inicial 95°C 120 s
2 Desnaturagao 94°C 45s

3 Anelamento 52°C 60 s

4 Extenséo 72°C 60 s

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

6 Extenséo final 72 °C 600 s
7 Imersé&o 10°C o0

3.5.4. Amplificacéo seletiva

As reacbes de amplificagcdo seletiva foram realizadas utilizando-se seis

combinagdes de primers, contendo trés nucleotideos seletivos. As combinagfes de
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primers utilizadas para as reagdes de amplificagcdo seletiva estdo apresentadas no
Quadro 6.

Quadro 6 - Combinagdes e sequéncias dos primers seletivos utilizados para as
reagOes de amplificagdo seletiva das amostras de DNA de plantas de mandacaru

Combinacgdes de primers  Nucl. Seletivo Sequéncia dos primers
E36M47 E-ACC 5-GACTGCGTACCAATCACC-3'
M-CAA 5-GATGAGTCCTGAGTAACAA-3"
E38M48 E-ACT 5'-GACTGCGTACCAATCACT-3'
M-CAC 5'-GATGAGTCCTGAGTAACAC-3'
E38M60 E-ACT 5-GACTGCGTACCAATCACT-3'
M-CTC 5-GATGAGTCCTGAGTAACTC-3'
E38M61 E-ACT 5-GACTGCGTACCAATCACT-3'
M-CTG 5-GATGAGTCCTGAGTAACTG-3'
E40M60 E-AGC 5-GACTGCGTACCAATCAGC-3'
M-CTC 5-GATGAGTCCTGAGTAACTC-3'
E41M60 E-AGG 5-GACTGCGTACCAATTCAGG-3’
M-CTC

5'-GATGAGTCCTGAGTAACTC-3'

E: primers complementares ao sitio de restricdo da enzima EcoRl.
M: primers complementares ao sitio de restricdo da enzima Msel.

Para cada par de primer escolhido, foram preparadas duas solugbes Mix.
Para a solugdo Mix | foram utilizados 0,25uL de primer EcoRlI, 2,25uL do primer
Msel, totalizando 2,5uL para cada amostra. Na solugcdo Mix II, foram utilizados
3,95uL de &gua destilada, 1uL do tampdo PCR plus Mg (10X), 0,05uL de Tag-
platinum DNA polimerase (5U/uL), totalizando 5uL para cada amostra. Para cada
uma das 51 amostras de mandacaru, a reacdo de amplificagéo seletiva foi realizada
utilizando 2,5uL da solucdo Mix I, 5uL da solugéo Mix Il e 2,5uL de cada amostra de

DNA pré-amplificada e diluida (1:5) em TE, totalizando 10uL. Estas reagfes de
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amplificagdo seletiva foram realizadas em termociclador (TechneTC-512) com
programa descrito no Quadro 7, de acordo com o protocolo do kit utilizado.

Quadro 7 - Programa utilizado para amplificagéo seletiva das amostras de DNA de
mandacaru

Sequéncia Etapa Temperatura Tempo
1 Desnaturacéo inicial 94°C 60 s

2 Desnaturagao 94°C 30s

3 Anelamento 54°C 30s

4 Extenséo 72°C 60 s

5 Voltar ao passo 2,3 e 4 por 29 vezes

6 Extenséo final 72 °C 600 s
7 Imerséo 10°C o0

A separagdo dos fragmentos de DNA foi realizada por eletroforese em gel de

poliacrilamida e estes foram visualizados corando-se os géis com nitrato de prata.

3.5.5. Preparo dos géis e condicdes da eletroforese para separagdo de
fragmentos AFLPs

Os géis foram preparados, utilizando-se duas placas de vidro de tamanhos
diferentes, a maior com 35cm x 43,5cm e a menor com 35cm x 41,5cm, contendo
"orelhas". As placas foram limpas com &lcool e, posteriormente, a placa maior foi
tratada com 25uL de Bind Silane em 1ml de solugéo etanol acidica (Etanol 95%,
Acido acético 0,5%). Este tratamento foi realizado para aderir o gel & placa e evitar
gue esse se desprendesse durante as manipulagdes de coloragéo. A placa menor foi
tratada com Repel Silane, para que esta se desprendesse uniformemente do gel
apoés a eletroforese. Entre as placas, foram colocados espagadores com 0,4mm de
espessura; as laterais e a base foram vedadas com agarose 0,8% e presas com
presilhas de papel, deixando-se apenas a parte superior aberta para que a solugéo
de preparo do gel pudesse ser vertida entre as duas placas.

A solucédo estoque para a preparacao do gel de poliacrilamida desnaturante
foi feita segundo Creste et al. (2001). Os constituintes desta solugido estdo
apresentados no Quadro 8. Esta solugdo estoque foi preparada e armazenada em
frasco escuro em 4°C.
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Quadro 8 - Volumes dos reagentes utilizados para o preparo da solugdo estoque dos
géis de poliacrilamida segundo Creste et al. (2001)

Solugéo Estoque Volume

Solugéo Acrilamida/bisacrilamida 30% 117mL

Tampao TBE (5x) 100 mL

Uréia 2109

Agua MilliQ Até completar 500 mL

A solugdo de acrilamida/bisacrilamida (30%) foi preparada com 29g de
acrilamida e 1g de bisacrilamida dissolvidas em 100mL de agua ultrapura. Apés a
dissolugéo dos reagentes, o volume foi acertado e esta solugéo foi filtrada em papel
de filtro.

O preparo de cada gel de poliacrilamida desnaturante 7% e com 7M de ureia
foi realizado utilizando 80mL da solugcdo estoque de poliacrilamida, 320uL de
Persulfato de Amonia 10% e 134uL de TEMED. Depois do preparo, esta solucéo foi
acondicionada entre as placas com o auxilio de uma seringa de 50mL. Este
procedimento foi realizado de forma continua e cuidadosa para nao ocorrer a
formacéo de bolhas. Apds o completo preenchimento desta solu¢éo entre as placas,
foi introduzido um pente para a formacdo de pogos, onde posteriormente foram
aplicadas as amostras.

ApoOs a polimerizacdo do gel, foi realizada uma pré-corrida em cuba de
eletroforese vertical (Fisher Scientific-FB-SEQ-3445), sem o pente, com tampé&o TBE
1X (89mMTri-Base, 89mM de 4cido bdérico e 2mM EDTA, pH 8), ligada a uma fonte
de alta voltagem com 1700V, 65W e 50mA por 1 hora. Apds a pré-corrida, 0S pogos
foram limpos de residuos de géis e ureia, injetando tampdo TBE 1X com auxilio de
uma seringa.

Antes de aplicar as amostras amplificadas no gel de poliacrilamida, estas
foram desnaturadas, utilizando 5ulL de cada amostra, com 2,5uL de tampéo
desnaturante [EDTA 10mM (pH 8,0), 1mg/mL de xileno cyanol e 1mg/mL de azul de
bromophenol, 12,5% de sacarose, em Formamida], a 94°C, por 3 minutos, em
termociclador Techne TC-512. As amostras foram imediatamente resfriadas em gelo

e aplicadas no gel.
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As amostras foram submetidas a corrida eletroforética por aproximadamente
160 minutos (20 minutos apds a saida do segundo fronte de azul), nas mesmas
condigdes da pré-corrida. Apds esse tempo, as placas foram separadas, o gel foi
mantido preso na placa maior (tratada com Bind Silane), mantendo-se, assim, por
todo o processo de coloragéo. As bandas foram reveladas, utilizando coloragdo com

nitrato de prata (Quadro 9) segundo Bassam et al. (1991).

3.6. Andlise dos dados

Para os fragmentos clivados com as enzimas EcoRI e Msel, amplificados
com seis combinacdes de primers seletivos e evidenciados em géis de
poliacrilamida, foi construido um matriz binaria codificado por 1 (presenca) e 0
(auséncia).

A diversidade genética entre os acessos foi determinada pela porcentagem
de locos polimorficos. A diversidade genética entre as 51 plantas analisadas foi
estimada pelo coeficiente de diferenciacdo genética (Gy), diversidade genética total
entre os acessos (Ht) e fluxo génico (Nm). Para o calculo dessas andlises, foi

utilizado o programa Popgene 1.32 (Yeh et al., 1999).

Quadro 9 - Coloracdo de gel de poliacrilamida com nitrato de prata, segundo
Bassam et al. (1991)

Procedimento Solugéo Tempo

Fixacdo Acido acético 10% 20 min.

Enxégue Agua destilada 02 min. (3x)
0,15% Formaldeido 37%

Enxégue Agua destilada 20s

Revelacdo 3% Na2C03;0,15% de Formaldeido 37%,; 7 min.
Q,OOOZ% N8.25203.5H20

Finalizagéo Acido acético 10% 5 min.

Conservagéo Agua destilada

A matriz de similaridade foi submetida a uma andlise de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Usingan Arithmetic Average) para

construgdo de um dendrograma, a fim de representar graficamente a distancia
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genética das plantas analisadas. Para esta andlise, foi utilizado o programa NTSYS
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System), (Rohlf, 1989), baseado no
complemento aritmético do coeficiente de Jaccard e o programa Popgene 1.32 (Yeh
et al., 1999), que utiliza o complemento aritmético da distancia genética de Nei
(1978).

A andlise de estruturagcdo genética de mandacaru foi realizada pelo
agrupamento (Bar Plot), utilizando a estatistica Bayesiana, realizada pelo programa
STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). O numero k de grupos foi determinado
pelo método de Evanno et al. (2005) e os resultados do STRUCTURE foram
apresentados pelo software DISTRUCT (Rosenberg, 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia de extracdo de DNA, adaptado de Aljanabi et al. (1999), foi
eficiente para a extracdo de DNA de mandacaru (Cereus peruvianus), sendo
possivel realizar uma extracao livre de polissacarideos, com qualidade para o corte
com as enzimas de restricdo EcoRI e Msel e amplificagcbes com primers AFLP. As

concentracdes de DNA variaram de 10 a 100 ng-uL™ (Figura 4).

2 D D G S O e O B e G A S ES L
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Figura 4 - Gel de agarose 0,8% utilizado para a quantificagdo das amostras de DNA
de mandacaru. Amostras 1, 2 e 3 sdao de DNA de fago A com concentracbes
conhecidas (50, 100, 150ng, respectivamente). As amostras de 1 a 21 sdo de DNA
de mandacaru.

O DNA gendmico das 51 amostras de mandacaru com morfotipos colunar-
ereto e monstruoso foi analisado com seis combinagfes de primers para AFLP, que
resultaram em 534 fragmentos de DNA amplificados, dos quais 503 (94,19%) foram
polimérficos (Quadro 10). A porcentagem média de fragmentos polimdrficos entre as
combinagdes utilizadas variou de 91,25%, para a combinacdo E38M48, a 96,19%,
para a combinacdo E36M47. Com a combinacdo E36M47, foi detectado o maior
ndamero de fragmentos (105), enquanto a combinacdo E38M61 revelou o menor
namero de fragmentos (53) entre as amostras de mandacaru analisadas (Quadro
10).

Quadro 10 - Numero de fragmentos amplificados (NF), nimero de fragmentos
polimérficos (NFp), nimero de fragmentos monomoérficos (NFm) e porcentagem de
polimorfismo para cada combinac¢ao de primer AFLP nas 51 amostras de mandacaru

Combinacgdes de primers NF NFp NFm % P
E36M47 (E-ACC, M-CAA) 105 101 04 96,19
E38M60 (E-ACT, M-CTC) 81 76 05 93,82
E41M60 (E-AGG, M-CTC) 109 103 06 94,49
E40M60 (E-AGC, M-CTC) 103 97 06 94,17
E38M48 (E-ACT, M-CAC) 80 73 07 91,25
E38M61 (E-ACT, M-CTG) 56 53 03 94,64

Total 534 503 31 94,19




Na Figura 5, estdo demonstrados os perfis eletroforéticos para as amostras
de mandacaru obtidos com a combinac¢&o de primers AFLP E38M60 e E41M60.

Figura 5 - Gel (7% de poliacrilamida e 7M de uréia) utilizado para separar o produto
da amplificagéo seletiva de DNA de amostras de mandacaru com as combinagdes
de primers AFLP E38M60 (E-ACT e M-CTC) e E41M60 (E-AGG e M-CTC).

O numero de fragmentos amplificados (534) e o numero de fragmentos
polimorficos (503; 94,19%), obtidos com as seis combinacdes de primers AFLP para
as 51 amostras de mandacaru, foram proporcionalmente maiores do que os valores
obtidos na maioria dos estudos com AFLP em espécies de cactaceas. Labra et al.
(2003) analisaram 11 espécies de Opuntia com quatro combinacdes de primers
AFLP e obtiveram 169 bandas e 77,51% destas foram polimorficas. Nilsen et al.

(2005), ao analisar 84 acessos de Opuntia com trés outras combinacdes de primers



AFLP, obtiveram um total de 129 bandas, sendo que 86% destas foram polimorficas.
Faria-Tavares et al. (2013) estimaram a diversidade genética entre 17 acessos de
mandacaru com seis pares de primers AFLP e obtiveram 348 marcadores, dos quais
282 (81%) foram polimérficos. Por outro lado, valores mais altos do que os
identificados no presente trabalho foram observados por Monteiro (2013), que
utilizou AFLP para estimar a diversidade e similaridade genética em 21 amostras de
populacdes de Pilosocereus gounellei (xique-xique), com 7 combinag¢des de primers
AFLP, e que geraram 703 fragmentos, dos quais 700 (99,21%) foram polimorficos. O
alto polimorfismo detectado pela técnica AFLP se deve ao fato desta metodologia
explorar simultaneamente o polimorfismo de presenga e auséncia de sitios de
restricdo (Winsch e Hormaza, 2002), associado a ocorréncia ou ndo de amplificacao
a partir de seqiéncias arbitrarias, conseguindo, assim, flexibilidade significativa na
obtencéo de polimorfismos (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

A propor¢do de marcadores AFLP polimorficos nos diferentes morfotipos de
mandacaru revelou um polimorfismo médio de 74,98% e diversidade genética média
de 0,2722. O morfotipo monstruoso apresentou maior polimorfismo (89,33%) e
diversidade genética (h = 0,3180); as plantas de somaclones colunares-eretos
apresentaram o menor polimorfismo (63.11%) e diversidade genética (h = 0,2406)
(Quadro 11).

Quadro 11 - Numero de locos polimdrficos (NLp), estimativas da porcentagem de
polimorfismos (%P) e valores de diversidade genética (h) (Nei, 1973) para os
morfotipos de mandacaru analisados com o marcador AFLP

Morfotipos Indl\(/rlguos Totaz\lé_g I/ocos 6P h

Colunar-ereto 8 396/534 74,16 % 0,2504
Monstruoso 19 477/534 89,33 % 0,3180
Tortuoso 11 395/534 73,97 % 0,2653
Somaclone colunar-ereto 5 337/534 63,11 % 0,2406
Somaclone monstruoso 8 397/534 74,34 % 0,2868
Total/Média ol - 74,98% 0,2722

O maior polimorfismo e a maior diversidade genética foram encontrados nos

morfotipos monstruosos propagados na natureza e nos somaclones monstruosos
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originados na cultura in vitro, que séo plantas com maior diversidade na morfologia
de caules.

O fendtipo monstruoso, usado para designar variedade (C. peruvianus
monstruosus) ou espécie do género Cereus (C. monstruosus ou C. monstrosus),
recebeu esta denominagao justamente por apresentar morfologia variada de caules
e auséncia de um padréo definido, como os padrbes que podem ser observados
nos caules colunares-eretos ou nos caules tortuosos da espécie designada C.
tortuosus. Assim, é possivel que a maior diversidade morfolégica de caules nos
fenotipos monstruosos possa ser decorrente de maior variagdo em nivel de DNA das
plantas com caules monstruosos. Meijer e Murray (2001) e Muller (2012) sugerem
que a divisdo celular e morfogénese séo intimamente interligadas e que a arquitetura
global de um érgéo (caule, por exemplo) é determinada por genes de padronizacdo
e a elaboracao e execucgéo de programas de desenvolvimento requerem um controle
adequado do ciclo de diviséo celular, envolvendo um intrincado mecanismo proteico.

Segundo Katsir et al. (2011), no desenvolvimento das plantas, os peptideos
sinais transmitem informagdes para coordenar a proliferacdo e a diferenciagéo
celular e salientaram que esses peptideos sinais sdo geralmente codificados por
uma familia de genes que se ligam as familias de receptores correspondentes. Katsir
et al. (2011) ainda discutem que, durante o desenvolvimento, ocorre uma precisa
expressdo espaco temporal de sinais e seus receptores, ocorrendo mudancas
bioquimicas na expressdo ao longo da evolucao, contribuindo para o refinamento e
manutencdo da complexidade dos programas de desenvolvimento. No
desenvolvimento do morfotipo monstruoso, a forma mais diversificada das plantas de
mandacaru, é possivel que a divergéncia ou auséncia de peptidios sinais especificos
esteja relacionada com a morfologia mais diversificada. A auséncia de determinados
peptideos que determinam um padrdo uniforme, e bem determinado, para os caules
das plantas pode ser devido a variagbes na sequéncia de bases do DNA (de genes
que codificam peptideos sinais) que determinaram o polimorfismo no comprimento
dos fragmentos amplificados (AFLP).

O polimorfismo médio (74,98%) e a diversidade genética média (0,2722)
obtidos no presente estudo foram maiores do que os valores estimados por Tavares
(2011), que descreveu um polimorfismo médio de 10,42% e diversidade genética
média de 0,2001 em 17 acessos de mandacaru utilizando AFLP. Valores maiores de

polimorfismo e diversidade genética que os estimados para os morfotipos de

37



mandacaru usando a técnica AFLP foram descritos por Monteiro (2013), que
detectou polimorfismo médio de 75,39% e diversidade genética média de 0,2650 em
21 amostras de populagdes de P. gounellei (xique-xique) com marcadores AFLP.

A estimativa da diversidade genética de Nei (1973) (Ht), do coeficiente de
diferenciac@o genética de Nei (1973) (Gsr) e do fluxo génico (Nm) para os tipos
morfoldégicos de mandacaru estdo apresentados no Quadro 12. A divergéncia
genética (Gsr) entre as amostras dos cinco morfotipos de caules de mandacaru foi
alta (Gsr = 0,1957), indicando grande diferenciagdo genética entre os mesmos. O
parametro Gst de Nei (1973) é equivalente ao coeficiente Fst de Wright (1965, 1978)
e pode ser chamado de coeficiente de diferenciacdo genética, se hd somente dois
alelos nos locos (Nei, 1973). De acordo com Wright (1978), valores de Fsr entre 0,05
e 0,15 indicam divergéncia genética moderada entre as amostras de populacdes,
enquanto valores de Fst entre 0,15 e 0,25 indicam diferenciacdo genética alta entre

as populagbes comparadas.

Quadro 12 - Estimativas da diversidade genética de Nei (1973) (Ht), coeficiente de
diferenciac@o genética de Nei (1973, 1978) (Gsr) e fluxo génico (Nm) para os tipos
morfolégicos de mandacaru

Parametros Ht Ggsr Nm
Média 0,3382 0,1957 2,0549
Desvio padréao 0,0225 - -

Nm = 0,5(1 - Gst)/Gst

O fluxo génico também foi alto (Nm = 2,0549) (Quadro 12). Segundo
Govindaraju (1989), valores de Nm menores que 0,25 indicam fluxo génico baixo,
valores entre 0,25 e 0,99 indicam fluxo génico intermediario e valores maiores que 1
indicam um fluxo génico alto. Portanto, o valor de fluxo génico entre os morfotipos de
mandacaru indica que pode haver trocas de alelos entre os morfotipos de
mandacaru. Segundo Loveless e Hamrick (1984), o fluxo génico pode ser atribuido
pelo fluxo de poélen e dispersdo de sementes. Os cactos colunares sdo polinizados
por passaros e morcegos, que apresentam grande potencial para dispersdo de
pélens (Hamrick et all., 2001). O valor alto do fluxo génico entre os morfotipos pode
ser também devido ao fato dessas plantas serem ornamentais, principalmente de

jardins urbanos, e a disperséo ser normalmente influenciada pelo homem.
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As relacdes de similaridade entre as 51 amostras de mandacaru, baseadas
nos valores de distancia genética de Nei (1978), apresentaram valores de identidade
que variaram de 0,8747 (entre plantas colunares-eretos e somaclones monstruoso) a
0,9456 (entre plantas do morfotipo monstruoso e colunar-ereto). A identidade
genética foi similar entre plantas colunares-eretos e somaclones colunares-eretos
(0,8789) e plantas colunares-eretos e somaclones monstruoso (0,8747),
evidenciando que a diferenciacdo genética € em decorréncia da origem da planta
(natural ou produzida in vitro) e provavelmente provocada por variagdes somaclonais

decorrentes do meio de cultura (Quadro 13).

Quadro 13 - Coeficiente de similaridade e distancia genética de Nei entre os
morfotipos de mandacaru analisadas com marcador AFLP

. Colunar- Somaclone Somaclone

Morfotipos Monstruoso  Tortuoso
ereto colunar-ereto monstruoso

Colunar-ereto Fkkkk 0,9456 0,8960 0,8789 0,8747
Monstruoso 0,0559 Fkkkk 0,9288 0,9120 0,9032
Tortuoso 0,1098 0,0738 Fkkkk 0,9096 0,8980
Somaclone 0,1290 0,0921 0,0948 ok 0,9141
colunar-ereto
Somaclone 0,1338 0,1018 0,1076 0,0898 ok
monstruoso

Identidade genética de Nei (I) (acima da diagonal) e Distancia genética (D) Abaixo da diagonal.

Valores de identidade genética menores que 0,85 foram descritos por
Thorpe e Solé-Cava (1994) como sendo encontrados para populacdes
geograficamente distantes, em processo de especiacao, ou para espécies diferentes
do mesmo género. Desta forma, os valores de identidade baseados na distancia
genética de Nei (1978) sugerem que plantas do morfotipo colunar, monstruosas e
tortuosas sdo da mesma espécie e os morfotipos podem ser considerados como
variedades. Em nivel molecular, a nomenclatura C. peruvianus var. monstruosus é
mais adequada do que C. monstruosus.

Os coeficientes de similaridade entre as 51 amostras de mandacaru com
diferentes morfotipos foram utilizados para a formagcdo de um dendrograma,

baseado no complemento aritmético da distancia genética de Nei (1978), formando 2
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grupos. O grupo 1 foi formado por plantas com morfotipos colunar-ereto, monstruoso
e tortuoso; o grupo 2 foi formado por plantas somaclones, com morfotipos colunar-

ereto e monstruoso (Figura 6).

, Colunar-ereto

3 ' Monstruoso

—4 Tortuoso

Somaclone
Colunar-ereto

I Somaclone
Monstruoso

Figura 6 - Dendrograma baseado no complemento aritmético da distancia genética
de Nei (1978), obtido com os dados de marcadores AFLP nas 51 amostras de
mandacaru. A estimativa foi realizada por meio do método UPGMA empregando o
programa POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999).

O dendrograma, baseado no complemento aritmético da distancia genética
de Nei (1978), sujere que os valores de similaridade entre as 51 amostras de
mandacaru ndo estdo relacionados a forma do caule do mandacaru, mas sim a
origem das plantas, originadas de popula¢des naturais ou de cultura in vitro.

O agrupamento, baseado no indice de similaridade de Jaccard (Figura 7),
mostra a analise individual das plantas, em analise global, e corrobora o
dendrograma baseado no complemento aritmético de Nei (1978), o qual demonstra o
agrupamento em nivel de morfotipos (Figura 6). Este dendrograma agrupa o
morfotipo colunar-ereto no grupo 1; o morfotipo monstruoso, tortuoso, somaclone
colunar-ereto e somaclone monstruoso sdo agrupados no grupo 2. O grupo 3 é
composto de plantas monstruoso e colunar-ereto; e o grupo 4 € composto por
plantas monstruoso e somaclone colunare-ereto. Essa andlise mostra a grande
variagdo genética entre as plantas dos diferentes morfotipos, onde a menor
similaridade foi de 0,311, observada entre as plantas sm-45 (somaclone monstruoso)
e m-17 (monstruoso). A maior similaridade foi igual a 0,7335, entre a amostra m-21 e
m-22, ambas de morfotipo monstruoso. Essa alta similaridade pode ser em
decorréncia de parentesco, pois ambas as amostras sao provenientes de viveiros de

mudas.
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Figura 7 - Dendrograma baseado no complemento aritmético de Jaccard, obtido por marcadores AFLP nas 51 amostras de
mandacaru. A estimativa foi realizada por meio do método UPGMA empregando o programa NTSYS 2.02 (Rohlf, 1989).
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A andlise Bayesiana indicou que o valor 6timo de K foi de 4 grupos (AK2 =
0,00; AK3 = 2,0610; AK4 = 17,6844; AK5 = 0,2826; AK6 = 0,2355; AK7 = 6,7896;
AK8 = 0,0000), para relacionar geneticamente e individualmente os 51 genétipos
(Figura 8). As quatro cores representam os diferentes grupos, correspondentes a
proporcdo diferencial de marcadores AFLP em cada planta. Cada barra no gréfico
representa uma planta e a sua proporgdo de mistura de marcadores AFLP de
diferentes populacdes ou grupos.

Os resultados foram consistentes com o bar plot obtido, pois ha plantas com
material genético proveniente de um Unico grupo e plantas com indicativo de
hibridagdo, com material genético proveniente de 2, 3 e 4 grupos diferentes.

A proporcdo dos cinco morfotipos de plantas em cada grupo esta

representada no Quadro 14.

Quadro 14 - Morfotipos de plantas do género Cereus (mandacaru), propor¢cao de
plantas distribuidas em cada grupo e nimero de plantas de cada morfotipo

Morfotipos Grupos
Vermelho Verde Azul  Amarelo  N° de plantas

Colunar-ereto 0,222 0,715 0,042 0,018 8
Monstruoso 0,357 0,110 0,058 0,475 19
Tortuoso 0,065 0,159 0,555 0,221 11
Somaclone colunar-ereto 0,086 0,172 0,718 0,023 5
Somaclone monstruoso 0,061 0,109 0,804 0,026 8
Média/Total 0,158 0,253 0,435 0,153 51

A andlise da distribuicdo dos cinco morfotipos de plantas mostrou que as
plantas de somaclones monstruosos compartilham apenas 2,6% de material
genético do grupo amarelo, enquanto as plantas monstruosas propagadas na
natureza, compartiiham 47,5% do material genético desse grupo. Observando o
grupo azul, os somaclones monstruosos compartilham 80,4% do material genético
desse grupo, enquanto, nos somaclones propagados na natureza, compartilham
apenas 5,8% do material genético do grupo azul. Isso indica uma relacdo genética
baixa entre os somaclones monstruosos e as plantas de C. monstruosus propagadas
na natureza. A mesma observagdo pode ser estendida para a relagdo entre os
somaclones colunares (71,8% do material genético no grupo azul) e plantas

colunares propagadas na natureza (4,2%).
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Figura 8 - Bar plot das 51 amostras de mandacaru (Morfotipo colunar-ereto, monstruoso, tortuoso, somaclone colunar-ereto e
somaclone monstruoso) divididas em quatro grupos inferidas com base no valor de AK (Evanno et all., 2005), utilizando o
& programa STRUCTURE 2.3.4. Cada cor (vermelho, azul, verde e amarelo) representa a proporcéo de gendétipos de cada grupo.



As plantas somaclones (colunar-ereto e monstruoso) e tortuosos propagados
na natureza possuem os maiores indices de compartilhamento do material genético
do grupo azul (71,8; 8,4 e 55,5% respectivamente), indicando que ha uma origem
em comum entre eles e ndo uma consequéncia do cultivo in vitro.

Os indices de compartilhamento genético diferencial das plantas propagadas
na natureza entre os quatro grupos (plantas com caule colunar com 71,5% no grupo
verde, monstruoso com 47,5%, no grupo amarelo, e tortuoso com 55,5%, no grupo
azul), indicam marcante diferenciagéo genética em nivel molecular, além da variacéo
morfolégica dos caules destas plantas propagados na natureza.

A forma de propagagéo vegetativa predominante na natureza para estas
variedades do género Cereus parece conduzir a uma diferenciagdo molecular alta.
Neves (2013) analisou o polimorfismo em 12 locos microssatélites de morfotipos do
género Cereus. O aleloPchi47” apresentou fixacdo nas plantas com caules eretos e
colunares (uniformes) e com caules “tortuosus” (C. peruvianus var. tortuosus) e
também indicou que processos de selecdo artificial pode estar conduzindo para
maior diferenciagdo genética em nivel molecular (especiacdo) entre as plantas das
variedades C. peruvianus var. tortuosus e C. peruvianus var. monstruosus.

A maior propor¢cdo de material genético compartilhado nos somaclones
(colunar-ereto e monstruoso) no grupo azul € uma evidéncia da amplificagdo de
gendtipos pouco frequentes (menos do que 5,0%) nas amostras de plantas com
caules colunares-eretos propagadas na natureza. O cultivo in vitro de tecidos de
plantas com caules colunares-eretos pode ter selecionado grupos de células que
formaram calos que regeneraram somaclones geneticamente divergente, em nivel
molecular, das plantas propagadas na natureza.

Os cactos com caule colunar-ereto propagados na natureza sao
geneticamente divergentes dos cactos somaclones com caules colunares-eretos, da
mesma forma que os cactos com morfologia monstruoso propagados na natureza
séo divergentes dos somaclones com morfologia monstruosa. Desta forma, a cultura
de calos de C. peruvianus gerou plantas com morfologia monstruosa, que séo, em
nivel molecular, geneticamente divergentes das plantas da variedade C. peruvianus
monstruosus propagadas na natureza. A cultura de calos de C. peruvianus gerou
uma outra variedade de monstruosus, que €& divergente em nivel molecular das

plantas da variedade C. peruvianus monstruosus propagadas na natureza.
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5. CONCLUSOES

a) A cultura de calos de mandacaru (Cereus peruvianus) gerou plantas com
morfologia monstruosus geneticamente divergentes, em nivel molecular, das plantas
da variedade C. peruvianus monstruosus (ou espécie C. monstruosus) propagadas
na natureza.

b) A analise do polimorfismo de 534 fragmentos de DNA cortados com
enzimas de restricAo e amplificados por PCR (Polymerase Chain Reation)
(marcadores de AFLP) indicou que as 51 plantas de mandacaru analisadas
(propagadas natureza e somaclones) sdo da mesma espécie, e os morfotipos
podem ser considerados como variedades; em nivel molecular, a nomenclatura C.
peruvianus var. monstruosus é mais adequada do que C. monstruosus.

c) A andlise de marcadores AFLP mostrou que somaclones de mandacaru
regenerados in vitro apresentam um polimorfismo menor de fragmentos de DNA
cortados com enzimas de restricdo e amplificados por PCR, do que o polimorfismo
destes fragmentos em plantas de mandacaru propagadas na natureza. Os
somaclones sdo amostras geneticamente divergentes (nivel de divergéncia genética
alta) das plantas de mandacaru propagadas na natureza.

d) Os somaclones de mandacaru regenerados in vitro sdo divergentes em
nivel molecular das plantas de mandacaru propagadas na natureza, formando um
grupo heterogéneo de plantas (com potencial heterético) que podem ser usadas em
cruzamentos para aumentar a base genética da espécie para atender programas de

melhoramento.
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